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 ﾠ
Abbreviazioni	
 ﾠ
	
 ﾠ
DOC:	
 ﾠDeossicolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠ
SDS:	
 ﾠSodio	
 ﾠDodecil	
 ﾠSolfato	
 ﾠ
TDOC:	
 ﾠTaurodessociolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠ
COL:	
 ﾠColato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠ
GAGs:	
 ﾠGlicosamminoglicani	
 ﾠ
Dohmen:	
 ﾠMetodo	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠche	
 ﾠutilizza	
 ﾠDOC	
 ﾠ
Haverich:	
 ﾠMetodo	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠche	
 ﾠutilizza	
 ﾠSDS	
 ﾠe	
 ﾠDOC	
 ﾠ
TRICOL:	
 ﾠMetodo	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠche	
 ﾠutilizza	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠe	
 ﾠCOL	
 ﾠ
TRITDOC:	
 ﾠMetodo	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠche	
 ﾠutilizza	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠe	
 ﾠTDOC	
 ﾠ
HPLC:	
 ﾠ High	
 ﾠ Performance	
 ﾠ Liquid	
 ﾠ Chromatography	
 ﾠ (cromatografia	
 ﾠ liquida	
 ﾠ ad	
 ﾠ alte	
 ﾠ
prestazioni)	
 ﾠ
ECM:	
 ﾠMatrice	
 ﾠextracellulare	
 ﾠ
PBS:	
 ﾠsoluzione	
 ﾠisotonica	
 ﾠdi	
 ﾠtampone	
 ﾠfosfato	
 ﾠ
TFA:	
 ﾠAcido	
 ﾠtrifluoroacetico	
 ﾠ
RT:	
 ﾠRoom	
 ﾠTemperature	
 ﾠ(temperatura	
 ﾠambiente)	
 ﾠ
EDTA:	
 ﾠAcido	
 ﾠetilendiamminotetraacetico	
 ﾠ
L-ﾭ‐Cys:	
 ﾠCisteina	
 ﾠ	
 ﾠ
AU:	
 ﾠUnità	
 ﾠdi	
 ﾠassorbanza	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ
COMPENDIO	
 ﾠ	
 ﾠ
Presupposti	
 ﾠ per	
 ﾠ lo	
 ﾠ studio:	
 ﾠ le	
 ﾠ valvulopatie	
 ﾠ sono	
 ﾠ patologie	
 ﾠ molto	
 ﾠ diffuse	
 ﾠ a	
 ﾠ livello	
 ﾠ
mondiale.	
 ﾠPer	
 ﾠtale	
 ﾠmotivo	
 ﾠla	
 ﾠricerca	
 ﾠscientifica	
 ﾠsi	
 ﾠsta	
 ﾠimpegnando	
 ﾠmolto	
 ﾠper	
 ﾠmettere	
 ﾠa	
 ﾠ
punto	
 ﾠ nuove	
 ﾠ valvole	
 ﾠ protesiche	
 ﾠ che	
 ﾠ siano	
 ﾠ più	
 ﾠ efficienti	
 ﾠ possibili	
 ﾠ dal	
 ﾠ punto	
 ﾠ di	
 ﾠ vista	
 ﾠ
emodinamico,	
 ﾠpiù	
 ﾠdurature	
 ﾠe	
 ﾠin	
 ﾠgrado	
 ﾠdi	
 ﾠessere	
 ﾠripopolate	
 ﾠdalle	
 ﾠcellule	
 ﾠdel	
 ﾠricevente.	
 ﾠ
Nell’ambito	
 ﾠ delle	
 ﾠ proposte	
 ﾠ di	
 ﾠ sostituti	
 ﾠ valvolari	
 ﾠ è	
 ﾠ in	
 ﾠ aumento	
 ﾠ l’utilizzo	
 ﾠ di	
 ﾠ valvole	
 ﾠ
biologiche	
 ﾠprovenienti	
 ﾠo	
 ﾠda	
 ﾠesseri	
 ﾠumani	
 ﾠdeceduti	
 ﾠoppure	
 ﾠda	
 ﾠanimali	
 ﾠdi	
 ﾠdifferenti	
 ﾠspecie	
 ﾠ
quali	
 ﾠ di	
 ﾠ origine	
 ﾠ equina,	
 ﾠ bovina	
 ﾠ e	
 ﾠ in	
 ﾠ particolar	
 ﾠ modo	
 ﾠ suina.	
 ﾠ Le	
 ﾠ protesi	
 ﾠ biologiche	
 ﾠ
presentano	
 ﾠ alcuni	
 ﾠ vantaggi	
 ﾠ rispetto	
 ﾠ alle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ meccaniche,	
 ﾠ dovuti	
 ﾠ a	
 ﾠ una	
 ﾠ miglior	
 ﾠ
emodinamica	
 ﾠ e	
 ﾠ all’assenza	
 ﾠ di	
 ﾠ una	
 ﾠ terapia	
 ﾠ anticoagulante	
 ﾠ a	
 ﾠ vita	
 ﾠ per	
 ﾠ il	
 ﾠ paziente.	
 ﾠ Per	
 ﾠ
rendere	
 ﾠsempre	
 ﾠpiù	
 ﾠefficienti	
 ﾠi	
 ﾠsostituti	
 ﾠprotesici	
 ﾠsono	
 ﾠallo	
 ﾠstudio	
 ﾠdifferenti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠ
decellularizzazione	
 ﾠatti	
 ﾠad	
 ﾠeliminare	
 ﾠi	
 ﾠresidui	
 ﾠxenogenici,	
 ﾠcome	
 ﾠl’antigene	
 ﾠalpha-ﾭ‐Gal,	
 ﾠin	
 ﾠ
grado	
 ﾠ di	
 ﾠ innescare	
 ﾠ fenomeni	
 ﾠ di	
 ﾠ rigetto	
 ﾠ o	
 ﾠ infiammatori	
 ﾠ responsabili	
 ﾠ del	
 ﾠ fallimento	
 ﾠ
degenerativo	
 ﾠdella	
 ﾠprotesi.	
 ﾠPur	
 ﾠessendo	
 ﾠquesti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠefficaci	
 ﾠallo	
 ﾠ
scopo,	
 ﾠessi	
 ﾠrischiano	
 ﾠdi	
 ﾠlasciare	
 ﾠnella	
 ﾠmatrice	
 ﾠextracellulare	
 ﾠdei	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠche	
 ﾠ
potrebbero	
 ﾠ innescare	
 ﾠ reazioni	
 ﾠ di	
 ﾠ infiammazione,	
 ﾠ citotossicità	
 ﾠ e	
 ﾠ calcificazione	
 ﾠ con	
 ﾠ
conseguente	
 ﾠnecessità	
 ﾠdi	
 ﾠsostituzione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola.	
 ﾠ	
 ﾠ
Scopo	
 ﾠ della	
 ﾠ tesi:	
 ﾠ fino	
 ﾠ ad	
 ﾠ oggi	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ messi	
 ﾠ a	
 ﾠ punto	
 ﾠ differenti	
 ﾠ metodi	
 ﾠ per	
 ﾠ la	
 ﾠ
quantificazione	
 ﾠ dei	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ in	
 ﾠ valvole	
 ﾠ sottoposte	
 ﾠ a	
 ﾠ processi	
 ﾠ
decellularizzanti.	
 ﾠTuttavia	
 ﾠnessuno	
 ﾠdi	
 ﾠquesti	
 ﾠmetodi	
 ﾠprevede	
 ﾠuna	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠdiretta	
 ﾠ
dei	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠnella	
 ﾠmatrice	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola:	
 ﾠtutti	
 ﾠquanti	
 ﾠvalutano	
 ﾠla	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠ
detergente	
 ﾠresiduo	
 ﾠin	
 ﾠmaniera	
 ﾠindiretta	
 ﾠanalizzando	
 ﾠle	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠdei	
 ﾠlavaggi	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠ
stessa.	
 ﾠQuesto	
 ﾠstudio	
 ﾠsi	
 ﾠprefigge	
 ﾠl’obiettivo	
 ﾠdi	
 ﾠdeterminare	
 ﾠpiù	
 ﾠaccuratamente	
 ﾠe	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠ
metodo	
 ﾠdiretto	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠnelle	
 ﾠvalvole,	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠmettere	
 ﾠa	
 ﾠconfronto	
 ﾠl’efficacia	
 ﾠ
di	
 ﾠquattro	
 ﾠmetodi	
 ﾠche	
 ﾠutilizzano	
 ﾠi	
 ﾠseguenti	
 ﾠdetergenti	
 ﾠanionici:	
 ﾠDOC,	
 ﾠSDS,	
 ﾠCOL,	
 ﾠTDOC.	
 ﾠ	
 ﾠ
Materiali	
 ﾠe	
 ﾠmetodi:	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠanalizzati	
 ﾠlembi	
 ﾠprovenienti	
 ﾠda	
 ﾠvalvole	
 ﾠaortiche	
 ﾠporcine	
 ﾠ
precedentemente	
 ﾠ trattate	
 ﾠ con	
 ﾠ uno	
 ﾠ dei	
 ﾠ 4	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ denominati	
 ﾠ
Haverich,	
 ﾠ Dohmen,	
 ﾠ TRITDOC,	
 ﾠ TRICOL.	
 ﾠ Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ di	
 ﾠ quantificazione	
 ﾠ dei	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ
residui	
 ﾠprevede	
 ﾠla	
 ﾠdigestione	
 ﾠdel	
 ﾠlembo	
 ﾠvalvolare	
 ﾠdecellularizzato	
 ﾠmediante	
 ﾠpapaina	
 ﾠe	
 ﾠ
l’analisi	
 ﾠdel	
 ﾠdigerito	
 ﾠottenuto	
 ﾠmediante	
 ﾠHPLC.	
 ﾠMentre	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠquantificazione	
 ﾠdi	
 ﾠDOC,	
 ﾠCOL	
 ﾠ
e	
 ﾠTDOC	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠusato	
 ﾠun	
 ﾠdetector	
 ﾠUV	
 ﾠcon	
 ﾠrilevatore	
 ﾠa	
 ﾠfotodiodi,	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠquantificazione	
 ﾠdi	
 ﾠ
SDS	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠutilizzato	
 ﾠun	
 ﾠrivelatore	
 ﾠevaporativo	
 ﾠa	
 ﾠluce	
 ﾠdiffusa.	
 ﾠ
Risultati:	
 ﾠi	
 ﾠrisultati	
 ﾠottenuti	
 ﾠmostrano	
 ﾠcome	
 ﾠi	
 ﾠmetodi	
 ﾠche	
 ﾠutilizzano	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠTDOC	
 ﾠe	
 ﾠ
COL	
 ﾠ siano	
 ﾠ nettamente	
 ﾠ migliori	
 ﾠ dei	
 ﾠ metodi	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ e	
 ﾠ Dohmen.	
 ﾠ Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ TRITDOC	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
raggiunge	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ di	
 ﾠ detergente	
 ﾠ di	
 ﾠ quasi	
 ﾠ 2	
 ﾠ ordini	
 ﾠ di	
 ﾠ grandezza	
 ﾠ inferiori	
 ﾠ al	
 ﾠ
metodo	
 ﾠ peggiore,	
 ﾠ ovvero	
 ﾠ Dohmen.	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ invece	
 ﾠ mostra	
 ﾠ come	
 ﾠ la	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ due	
 ﾠ
detergenti	
 ﾠ(DOC	
 ﾠe	
 ﾠSDC)	
 ﾠporti	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠresidue	
 ﾠinferiori	
 ﾠrispetto	
 ﾠa	
 ﾠ
Dohmen.	
 ﾠ Le	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ ottenute	
 ﾠ risultano	
 ﾠ superiori	
 ﾠ ai	
 ﾠ dati	
 ﾠ della	
 ﾠ medesima	
 ﾠ
quantificazione	
 ﾠeseguita	
 ﾠin	
 ﾠtessuti	
 ﾠdiversi,	
 ﾠin	
 ﾠparticolare,	
 ﾠin	
 ﾠlembo	
 ﾠpolmonare	
 ﾠporcino.	
 ﾠ	
 ﾠ
Conclusioni:	
 ﾠ Come	
 ﾠ si	
 ﾠ può	
 ﾠ evincere	
 ﾠ dai	
 ﾠ risultati,	
 ﾠ i	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ
sviluppati	
 ﾠ dai	
 ﾠ ricercatori	
 ﾠ dell’Università	
 ﾠ di	
 ﾠ Padova	
 ﾠ (TRICOL	
 ﾠ e	
 ﾠ TRITDOC)	
 ﾠ risultano	
 ﾠ
migliori	
 ﾠ rispetto	
 ﾠ agli	
 ﾠ altri	
 ﾠ 2	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ analizzati	
 ﾠ (Haverich	
 ﾠ e	
 ﾠ
Dohmen)	
 ﾠper	
 ﾠquanto	
 ﾠriguarda	
 ﾠla	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠnella	
 ﾠmatrice	
 ﾠvalvolare.	
 ﾠ
Ciò	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠconseguenza	
 ﾠdell’utilizzo	
 ﾠsimultaneo	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico	
 ﾠ(COL	
 ﾠo	
 ﾠTDOC)	
 ﾠe	
 ﾠdi	
 ﾠ
uno	
 ﾠnon	
 ﾠionico	
 ﾠ(Triton	
 ﾠX-ﾭ‐100)	
 ﾠche	
 ﾠ,d’altro	
 ﾠlato,	
 ﾠ	
 ﾠpermette	
 ﾠanche	
 ﾠdi	
 ﾠottenere	
 ﾠrisultati	
 ﾠdi	
 ﾠ
decellularizzazione	
 ﾠmigliori.	
 ﾠHaverich,	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠsuo	
 ﾠstudio,	
 ﾠha	
 ﾠmostrato	
 ﾠcome	
 ﾠl’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠ
due	
 ﾠdetergenti	
 ﾠdecrementi	
 ﾠil	
 ﾠcontenuto	
 ﾠresiduale	
 ﾠdi	
 ﾠagenti	
 ﾠtossici	
 ﾠnelle	
 ﾠprotesi,	
 ﾠtuttavia	
 ﾠi	
 ﾠ
detergenti	
 ﾠutilizzati	
 ﾠin	
 ﾠquello	
 ﾠstudio	
 ﾠrisultato	
 ﾠmolto	
 ﾠreattivi	
 ﾠe	
 ﾠtendono	
 ﾠa	
 ﾠcreare	
 ﾠcomplessi	
 ﾠ
più	
 ﾠstabili	
 ﾠnei	
 ﾠtessuti	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠrendendo	
 ﾠpiù	
 ﾠalto	
 ﾠil	
 ﾠrischio	
 ﾠdi	
 ﾠcalcificazione.	
 ﾠDal	
 ﾠpunto	
 ﾠ
di	
 ﾠ vista	
 ﾠ citotossico	
 ﾠ un	
 ﾠ detergente	
 ﾠ ionico	
 ﾠ mette	
 ﾠ maggiormente	
 ﾠ a	
 ﾠ rischio	
 ﾠ una	
 ﾠ valvola	
 ﾠ
rispetto	
 ﾠad	
 ﾠuno	
 ﾠnon	
 ﾠionico,	
 ﾠè	
 ﾠper	
 ﾠquesto	
 ﾠche	
 ﾠl’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠdiminuisce	
 ﾠle	
 ﾠ
quantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠionici	
 ﾠutilizzati.	
 ﾠLo	
 ﾠstudio	
 ﾠappena	
 ﾠeffettuato	
 ﾠconferma	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠdelle	
 ﾠ
studio	
 ﾠ precedentemente	
 ﾠ condotto	
 ﾠ in	
 ﾠ lembo	
 ﾠ polmonare.	
 ﾠ Anche	
 ﾠ se	
 ﾠ le	
 ﾠ differenze	
 ﾠ nel	
 ﾠ
quantitativo	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti,	
 ﾠsono	
 ﾠanaloghe	
 ﾠa	
 ﾠquelle	
 ﾠregistrate	
 ﾠnello	
 ﾠstudio	
 ﾠprecedente,	
 ﾠ
quantitativamente	
 ﾠ i	
 ﾠ risultati	
 ﾠ sono	
 ﾠ differenti	
 ﾠ e	
 ﾠ attestano	
 ﾠ una	
 ﾠ maggiore	
 ﾠ quantità	
 ﾠ di	
 ﾠ
detergenti	
 ﾠ residui	
 ﾠ nei	
 ﾠ lembi	
 ﾠ aortici	
 ﾠ rispetto	
 ﾠ ai	
 ﾠ lembi	
 ﾠ polmonari;	
 ﾠ questo	
 ﾠ è	
 ﾠ dovuto	
 ﾠ
probabilmente	
 ﾠal	
 ﾠfatto	
 ﾠche	
 ﾠil	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠè	
 ﾠun	
 ﾠtessuto	
 ﾠpiù	
 ﾠspesso	
 ﾠe	
 ﾠfitto	
 ﾠdel	
 ﾠlembo	
 ﾠ
polmonare	
 ﾠ e	
 ﾠ ciò	
 ﾠ implica	
 ﾠ che	
 ﾠ le	
 ﾠ molecole	
 ﾠ di	
 ﾠ detergente	
 ﾠ vi	
 ﾠ si	
 ﾠ “annidino”	
 ﾠ in	
 ﾠ quantità	
 ﾠ
maggiore.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
CAPITOLO	
 ﾠ1	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Le	
 ﾠprotesi	
 ﾠvalvolari	
 ﾠcardiache	
 ﾠ
	
 ﾠ
1.1	
 ﾠLe	
 ﾠValvole	
 ﾠCardiache	
 ﾠ
Il	
 ﾠ cuore	
 ﾠ è	
 ﾠ l’organo	
 ﾠ centrale	
 ﾠ dell’apparato	
 ﾠ circolatorio.	
 ﾠ Situato	
 ﾠ nello	
 ﾠ spazio	
 ﾠ tra	
 ﾠ i	
 ﾠ due	
 ﾠ
polmoni	
 ﾠdetto	
 ﾠmediastino,	
 ﾠè	
 ﾠavvolto	
 ﾠnel	
 ﾠpericardio,	
 ﾠun	
 ﾠsacco	
 ﾠfibrosieroso	
 ﾠche	
 ﾠlo	
 ﾠfissa	
 ﾠe	
 ﾠlo	
 ﾠ
isola.	
 ﾠÈ	
 ﾠprevalentemente	
 ﾠcostituito	
 ﾠda	
 ﾠtessuto	
 ﾠmuscolare	
 ﾠdetto	
 ﾠmiocardio	
 ﾠche	
 ﾠgrazie	
 ﾠalle	
 ﾠ
sue	
 ﾠcontrazioni	
 ﾠassicura	
 ﾠla	
 ﾠcircolazione	
 ﾠdel	
 ﾠsangue	
 ﾠin	
 ﾠtutto	
 ﾠil	
 ﾠcorpo.	
 ﾠDa	
 ﾠesso	
 ﾠsi	
 ﾠoriginano	
 ﾠ
4	
 ﾠ vasi	
 ﾠ principali:	
 ﾠ la	
 ﾠ vena	
 ﾠ cava	
 ﾠ superiore,	
 ﾠ la	
 ﾠ vene	
 ﾠ cava	
 ﾠ inferiore,	
 ﾠ l’aorta	
 ﾠ e	
 ﾠ il	
 ﾠ tronco	
 ﾠ
polmonare.	
 ﾠ È	
 ﾠ suddiviso	
 ﾠ internamente	
 ﾠ in	
 ﾠ 4	
 ﾠ zone:	
 ﾠ due	
 ﾠ dette	
 ﾠ atri	
 ﾠ e	
 ﾠ 2	
 ﾠ dette	
 ﾠ ventricoli.	
 ﾠ
L’atrio	
 ﾠdestro	
 ﾠaccoglie	
 ﾠsia	
 ﾠla	
 ﾠvena	
 ﾠcava	
 ﾠsuperiore	
 ﾠche	
 ﾠla	
 ﾠvene	
 ﾠcava	
 ﾠinferiore	
 ﾠdalle	
 ﾠquali	
 ﾠ
proviene	
 ﾠ il	
 ﾠ sangue	
 ﾠ povero	
 ﾠ di	
 ﾠ ossigeno.	
 ﾠ L’atrio	
 ﾠ sinistro	
 ﾠ comunica	
 ﾠ invece	
 ﾠ con	
 ﾠ l’aorta	
 ﾠ
l’arteria	
 ﾠche	
 ﾠtrasporta	
 ﾠil	
 ﾠsangue	
 ﾠricco	
 ﾠdi	
 ﾠossigeno.	
 ﾠIl	
 ﾠventricolo	
 ﾠdestro	
 ﾠe	
 ﾠquello	
 ﾠsinistro	
 ﾠ
sono	
 ﾠ separati	
 ﾠ dal	
 ﾠ setto	
 ﾠ intraventricolare	
 ﾠ e	
 ﾠ presentano	
 ﾠ una	
 ﾠ struttura	
 ﾠ simile.	
 ﾠ Sono	
 ﾠ
costituiti	
 ﾠ da	
 ﾠ una	
 ﾠ porzione	
 ﾠ detta	
 ﾠ di	
 ﾠ afflusso	
 ﾠ situata	
 ﾠ in	
 ﾠ corrispondenza	
 ﾠ dell’orifizio	
 ﾠ
atrioventricolare,	
 ﾠ essa	
 ﾠ riceve	
 ﾠ il	
 ﾠ sangue	
 ﾠ proveniente	
 ﾠ dall’atrio.	
 ﾠ La	
 ﾠ zona	
 ﾠ adiacente	
 ﾠ alla	
 ﾠ
vena	
 ﾠo	
 ﾠall’arteria	
 ﾠè	
 ﾠinvece	
 ﾠdenominata	
 ﾠporzione	
 ﾠdi	
 ﾠefflusso	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠsospinge	
 ﾠil	
 ﾠsangue	
 ﾠ
in	
 ﾠcircolo.	
 ﾠ	
 ﾠ
Sia	
 ﾠgli	
 ﾠorifizi	
 ﾠatrioventricolari	
 ﾠche	
 ﾠquelli	
 ﾠarteriosi	
 ﾠpresentano	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠil	
 ﾠcui	
 ﾠcompito	
 ﾠ
è	
 ﾠregolare	
 ﾠil	
 ﾠflusso	
 ﾠematico.	
 ﾠ	
 ﾠ
Le	
 ﾠ valvole	
 ﾠ atrioventricolari	
 ﾠ sono	
 ﾠ denominate	
 ﾠ a	
 ﾠ lembi	
 ﾠ o	
 ﾠ a	
 ﾠ cuspidi;	
 ﾠ sono	
 ﾠ due	
 ﾠ e	
 ﾠ
sono:	
 ﾠ la	
 ﾠ valvola	
 ﾠ tricuspide,	
 ﾠ situata	
 ﾠ nell’orifizio	
 ﾠ atrioventricolare	
 ﾠ destro	
 ﾠ e	
 ﾠ la	
 ﾠ valvola	
 ﾠ
bicuspide,	
 ﾠsituata	
 ﾠnell’orifizio	
 ﾠatrioventricolare	
 ﾠsinistro.	
 ﾠSono	
 ﾠcostituite	
 ﾠda	
 ﾠdue	
 ﾠ(valvola	
 ﾠ
mitrale)	
 ﾠo	
 ﾠtre	
 ﾠ(valvola	
 ﾠtricuspide)	
 ﾠlamine	
 ﾠtriangolari	
 ﾠche	
 ﾠsi	
 ﾠproiettano	
 ﾠverso	
 ﾠl’interno	
 ﾠ
dell’orifizio.	
 ﾠOgni	
 ﾠcuspide	
 ﾠè	
 ﾠcaratterizzata	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠlamina	
 ﾠfibrosa	
 ﾠtriangolare	
 ﾠcentrale	
 ﾠe	
 ﾠda	
 ﾠ
un	
 ﾠanello	
 ﾠfibroso	
 ﾠed	
 ﾠè	
 ﾠrivestita	
 ﾠdi	
 ﾠendocardio.	
 ﾠLa	
 ﾠparticolarità	
 ﾠdelle	
 ﾠcuspidi	
 ﾠè	
 ﾠche	
 ﾠnon	
 ﾠ
sono	
 ﾠvascolarizzate	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠnutrono	
 ﾠquindi	
 ﾠper	
 ﾠdiffusione	
 ﾠdal	
 ﾠsangue	
 ﾠin	
 ﾠcui	
 ﾠsono	
 ﾠimmerse.	
 ﾠ	
 ﾠ
Quando	
 ﾠsoggiunge	
 ﾠla	
 ﾠcontrazione	
 ﾠdel	
 ﾠmiocardio	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠpressione	
 ﾠventricolare	
 ﾠaumenta	
 ﾠle	
 ﾠ
cuspidi	
 ﾠsi	
 ﾠavvicinano	
 ﾠdeterminando	
 ﾠla	
 ﾠchiusura	
 ﾠdell’orifizio.	
 ﾠUn	
 ﾠulteriore	
 ﾠsollevamento	
 ﾠè	
 ﾠ
impedito	
 ﾠdai	
 ﾠmuscoli	
 ﾠpapillari	
 ﾠi	
 ﾠquali	
 ﾠimpediscono	
 ﾠuno	
 ﾠspostamento	
 ﾠlibero	
 ﾠdelle	
 ﾠcuspidi.	
 ﾠ
Il	
 ﾠsuccessivo	
 ﾠrilassamento	
 ﾠdel	
 ﾠmiocardio	
 ﾠinduce	
 ﾠl’apertura	
 ﾠdelle	
 ﾠcuspidi.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ Le	
 ﾠvalvole	
 ﾠarteriose	
 ﾠsono	
 ﾠsituate	
 ﾠin	
 ﾠcorrispondenza	
 ﾠdella	
 ﾠporzione	
 ﾠdi	
 ﾠefflusso	
 ﾠdel	
 ﾠ
ventricolo	
 ﾠcorrispondente,	
 ﾠzona	
 ﾠnella	
 ﾠquale	
 ﾠè	
 ﾠpresente	
 ﾠun	
 ﾠanello	
 ﾠfibroso	
 ﾠche	
 ﾠcirconda	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
l’orifizio	
 ﾠe	
 ﾠdove	
 ﾠsi	
 ﾠorigina	
 ﾠl’arteria.	
 ﾠLe	
 ﾠvalvole	
 ﾠarteriose	
 ﾠsono	
 ﾠdette	
 ﾠsemilunari	
 ﾠo	
 ﾠa	
 ﾠnido	
 ﾠdi	
 ﾠ
rondine	
 ﾠperché	
 ﾠcostituite	
 ﾠda	
 ﾠtre	
 ﾠpieghe	
 ﾠmembranose	
 ﾠa	
 ﾠtasca	
 ﾠdette	
 ﾠappunto	
 ﾠsemilune.	
 ﾠ
Ogni	
 ﾠsemiluna	
 ﾠè	
 ﾠcostituita	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠparte	
 ﾠconcava	
 ﾠrivolta	
 ﾠverso	
 ﾠl’arteria	
 ﾠe	
 ﾠuna	
 ﾠconvessa	
 ﾠ
rivolta	
 ﾠverso	
 ﾠla	
 ﾠzona	
 ﾠventricolare.	
 ﾠCome	
 ﾠle	
 ﾠcuspidi	
 ﾠle	
 ﾠsemilune	
 ﾠnon	
 ﾠsono	
 ﾠvascolarizzate	
 ﾠe	
 ﾠ
sono	
 ﾠ costituite	
 ﾠ da	
 ﾠ una	
 ﾠ lamina	
 ﾠ fibrosa	
 ﾠ rivestita	
 ﾠ da	
 ﾠ endocardio	
 ﾠ la	
 ﾠ quale	
 ﾠ presenta	
 ﾠ un	
 ﾠ
inspessimento	
 ﾠ nodoso	
 ﾠ nel	
 ﾠ parte	
 ﾠ terminale	
 ﾠ centrale.	
 ﾠ Questi	
 ﾠ noduli	
 ﾠ sono	
 ﾠ essenziali	
 ﾠ a	
 ﾠ
garantire	
 ﾠuna	
 ﾠchiusura	
 ﾠefficace	
 ﾠdell’orifizio.	
 ﾠSono	
 ﾠcostituite	
 ﾠda	
 ﾠ3	
 ﾠprincipali	
 ﾠmembrane:	
 ﾠ
ventricolare	
 ﾠcostituito	
 ﾠda	
 ﾠcollagene	
 ﾠed	
 ﾠelastina,	
 ﾠspongiosa	
 ﾠcostituita	
 ﾠprincipalmente	
 ﾠda	
 ﾠ
GAGs	
 ﾠe	
 ﾠfibrosa	
 ﾠcaratterizzata	
 ﾠda	
 ﾠfibre	
 ﾠdense	
 ﾠdi	
 ﾠcollagene.	
 ﾠLe	
 ﾠvalvole	
 ﾠsemilunari	
 ﾠpermetto	
 ﾠ
il	
 ﾠpassaggio	
 ﾠdel	
 ﾠsangue	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠin	
 ﾠcorrispondenza	
 ﾠdella	
 ﾠsistole	
 ﾠventricolare	
 ﾠle	
 ﾠsemilune	
 ﾠ
si	
 ﾠallontanano	
 ﾠper	
 ﾠpoi	
 ﾠriavvicinarsi	
 ﾠal	
 ﾠmomento	
 ﾠdell’inversione	
 ﾠdel	
 ﾠgradiente	
 ﾠpressorio	
 ﾠ
ovvero	
 ﾠdella	
 ﾠdiastole;	
 ﾠin	
 ﾠquel	
 ﾠmomento	
 ﾠle	
 ﾠsemilune	
 ﾠsi	
 ﾠriuniscono	
 ﾠimpedendo	
 ﾠil	
 ﾠreflusso	
 ﾠ
del	
 ﾠsangue	
 ﾠdall’arteria.	
 ﾠEssendo	
 ﾠrobuste	
 ﾠnon	
 ﾠnecessitano,	
 ﾠal	
 ﾠcontrario	
 ﾠdelle	
 ﾠcuspidi,	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠ
sistema	
 ﾠdi	
 ﾠancoraggio[1].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ Processi	
 ﾠinfiammatori	
 ﾠe	
 ﾠdegenerativi	
 ﾠposso	
 ﾠcausare	
 ﾠrestringimenti	
 ﾠdelle	
 ﾠaperture	
 ﾠ
valvolari	
 ﾠche	
 ﾠostacolano	
 ﾠil	
 ﾠdeflusso	
 ﾠdel	
 ﾠsangue	
 ﾠin	
 ﾠentrambe	
 ﾠle	
 ﾠdirezioni.	
 ﾠPer	
 ﾠle	
 ﾠmedesime	
 ﾠ
cause	
 ﾠ possono	
 ﾠ verificarsi	
 ﾠ delle	
 ﾠ insufficienze	
 ﾠ valvolari	
 ﾠ che	
 ﾠ portano	
 ﾠ ad	
 ﾠ una	
 ﾠ debole	
 ﾠ
aderenza	
 ﾠtra	
 ﾠle	
 ﾠsemilune	
 ﾠo	
 ﾠle	
 ﾠcuspidi	
 ﾠche	
 ﾠportano	
 ﾠconseguentemente	
 ﾠad	
 ﾠuna	
 ﾠchiusura	
 ﾠ
fallace	
 ﾠdell’orifizio.	
 ﾠEntrambe	
 ﾠqueste	
 ﾠpatologie	
 ﾠsono	
 ﾠresponsabili	
 ﾠdei	
 ﾠrumori	
 ﾠpatologici	
 ﾠ
detti	
 ﾠsoffi	
 ﾠcardiaci[1,2].	
 ﾠ	
 ﾠ
La	
 ﾠstenosi	
 ﾠaortica	
 ﾠè	
 ﾠuna	
 ﾠdelle	
 ﾠcause	
 ﾠprincipali	
 ﾠdi	
 ﾠfallimento	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠsemilunare	
 ﾠ
aortica.	
 ﾠCon	
 ﾠfallimento	
 ﾠindichiamo	
 ﾠla	
 ﾠcondizione	
 ﾠdi	
 ﾠmalfunzionamento	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠche	
 ﾠ
colpisce	
 ﾠal	
 ﾠgiorno	
 ﾠd’oggi	
 ﾠmigliaia	
 ﾠdi	
 ﾠpersone:	
 ﾠcirca	
 ﾠil	
 ﾠ2/3%	
 ﾠdella	
 ﾠpopolazione	
 ﾠmondiale	
 ﾠ
ultra	
 ﾠ sessantenne	
 ﾠ presenta	
 ﾠ questa	
 ﾠ condizione	
 ﾠ e	
 ﾠ necessita	
 ﾠ quindi	
 ﾠ una	
 ﾠ sostituzione	
 ﾠ
valvolare.	
 ﾠQuesto	
 ﾠproblema	
 ﾠtuttavia	
 ﾠnon	
 ﾠcolpisce	
 ﾠsono	
 ﾠsoggetti	
 ﾠdi	
 ﾠetà	
 ﾠavanzata,	
 ﾠma	
 ﾠpuò	
 ﾠ
presentarsi	
 ﾠ anche	
 ﾠ in	
 ﾠ età	
 ﾠ pediatrica.	
 ﾠ Le	
 ﾠ cause	
 ﾠ istopatologiche	
 ﾠ infatti	
 ﾠ sono	
 ﾠ molteplici:	
 ﾠ
dall’addensamento	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠall’accumulo	
 ﾠdi	
 ﾠmasse	
 ﾠfibrocalcificate,	
 ﾠdalla	
 ﾠrottura	
 ﾠo	
 ﾠ
alla	
 ﾠmalformazione,	
 ﾠe	
 ﾠdal	
 ﾠdisordine	
 ﾠdelle	
 ﾠfibre	
 ﾠdi	
 ﾠcollagene	
 ﾠall’infiammazione[2,3].	
 ﾠ	
 ﾠ
Inizialmente	
 ﾠsi	
 ﾠpensava	
 ﾠche	
 ﾠla	
 ﾠstenosi	
 ﾠfosse	
 ﾠdovuta	
 ﾠprincipalmente	
 ﾠallo	
 ﾠstress	
 ﾠmeccanico	
 ﾠ
a	
 ﾠcui	
 ﾠè	
 ﾠsottoposta	
 ﾠla	
 ﾠvalvola:	
 ﾠessa	
 ﾠsi	
 ﾠapre	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠchiude	
 ﾠcirca	
 ﾠ100000	
 ﾠvolte	
 ﾠal	
 ﾠgiorno	
 ﾠe	
 ﾠ
questo	
 ﾠ continuo	
 ﾠ movimento	
 ﾠ può	
 ﾠ indebolirne	
 ﾠ la	
 ﾠ struttura.	
 ﾠ Successivamente	
 ﾠ più	
 ﾠ studi	
 ﾠ
hanno	
 ﾠdimostrato	
 ﾠche	
 ﾠla	
 ﾠcalcificazione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠconseguente	
 ﾠstenosi	
 ﾠpuò	
 ﾠessere	
 ﾠ
dovuta	
 ﾠa	
 ﾠdifferenti	
 ﾠfattori[2,3,4].	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Il	
 ﾠ trattamento	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvulopatie	
 ﾠ è	
 ﾠ prevalentemente	
 ﾠ chirurgico,	
 ﾠ infatti	
 ﾠ interventi	
 ﾠ
farmacologici	
 ﾠ servono	
 ﾠ solo	
 ﾠ a	
 ﾠ rallentare	
 ﾠ i	
 ﾠ processi	
 ﾠ degenerativi	
 ﾠ non	
 ﾠ a	
 ﾠ curarli.	
 ﾠ
L’intervento	
 ﾠnecessario	
 ﾠa	
 ﾠchi	
 ﾠsoffre	
 ﾠdi	
 ﾠqueste	
 ﾠpatologie	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠsostituzione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠ
nativa	
 ﾠcon	
 ﾠuna	
 ﾠdi	
 ﾠnatura	
 ﾠmeccanica	
 ﾠo	
 ﾠbiologica	
 ﾠche	
 ﾠin	
 ﾠseguito	
 ﾠsaranno	
 ﾠdescritte.	
 ﾠ	
 ﾠ
Ad	
 ﾠoggi	
 ﾠil	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠinterventi	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠtipo	
 ﾠè	
 ﾠdi	
 ﾠcirca	
 ﾠ250000	
 ﾠl’anno	
 ﾠed	
 ﾠè	
 ﾠin	
 ﾠaumento	
 ﾠ
del	
 ﾠ5%-ﾭ‐7%	
 ﾠogni	
 ﾠanno.	
 ﾠEssendo	
 ﾠsempre	
 ﾠpiù	
 ﾠvasta	
 ﾠla	
 ﾠrichiesta	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠsostitutive	
 ﾠed	
 ﾠ
essendo	
 ﾠaltrettanto	
 ﾠvasta	
 ﾠla	
 ﾠtipologia	
 ﾠdi	
 ﾠsoggetti	
 ﾠal	
 ﾠquale	
 ﾠviene	
 ﾠfatto	
 ﾠquesto	
 ﾠintervento	
 ﾠè	
 ﾠ
necessario	
 ﾠlo	
 ﾠstudio	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠmessa	
 ﾠappunto	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠsempre	
 ﾠmigliori	
 ﾠsia	
 ﾠdal	
 ﾠpunto	
 ﾠdi	
 ﾠvista	
 ﾠ
funzionale	
 ﾠche	
 ﾠeconomico[5].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
1.2	
 ﾠSostituti	
 ﾠvalvolari	
 ﾠ
I	
 ﾠproblemi	
 ﾠdi	
 ﾠstenosi	
 ﾠdescritti	
 ﾠin	
 ﾠprecedenza	
 ﾠsono	
 ﾠtrattati,	
 ﾠda	
 ﾠ40	
 ﾠanni	
 ﾠa	
 ﾠquesta	
 ﾠparte	
 ﾠcon	
 ﾠ
la	
 ﾠsostituzione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠnativa,	
 ﾠcon	
 ﾠuna	
 ﾠmeccanica	
 ﾠoppure	
 ﾠbiologica.	
 ﾠ
Il	
 ﾠpanorama	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠsostitutive	
 ﾠè	
 ﾠsempre	
 ﾠstato	
 ﾠabbastanza	
 ﾠvasto	
 ﾠquesto	
 ﾠa	
 ﾠcausa	
 ﾠdel	
 ﾠ
fatto	
 ﾠche	
 ﾠogni	
 ﾠpaziente	
 ﾠha	
 ﾠdiverse	
 ﾠcaratteristiche	
 ﾠfisiche	
 ﾠnonché	
 ﾠdiverse	
 ﾠnecessità	
 ﾠe	
 ﾠpuò	
 ﾠ
reagire	
 ﾠin	
 ﾠmaniera	
 ﾠpiù	
 ﾠdiversa	
 ﾠad	
 ﾠinterventi	
 ﾠchirurgici	
 ﾠpiù	
 ﾠo	
 ﾠmeno	
 ﾠpervasivi.	
 ﾠOltre	
 ﾠalla	
 ﾠ
scelta	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠoggi	
 ﾠsi	
 ﾠpuò	
 ﾠscegliere	
 ﾠanche	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠdi	
 ﾠinnesto.	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ1.1:	
 ﾠSezione	
 ﾠvista	
 ﾠdall'alto	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠcardiache	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Il	
 ﾠprimo	
 ﾠgrande	
 ﾠdilemma	
 ﾠalla	
 ﾠbase	
 ﾠdella	
 ﾠscelta	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠè	
 ﾠappunto,	
 ﾠcome	
 ﾠdescritto	
 ﾠ
sopra,	
 ﾠdecidere	
 ﾠse	
 ﾠun	
 ﾠsostitutivo	
 ﾠmeccanico	
 ﾠo	
 ﾠbiologico.	
 ﾠ
Il	
 ﾠprimo	
 ﾠdi	
 ﾠquesti	
 ﾠcostringe	
 ﾠad	
 ﾠun	
 ﾠtrattamento	
 ﾠanticoagulante	
 ﾠa	
 ﾠvita	
 ﾠper	
 ﾠevitare	
 ﾠtrombi,	
 ﾠ
tuttavia	
 ﾠ la	
 ﾠ durata	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ moderne	
 ﾠ meccaniche	
 ﾠ è	
 ﾠ praticamente	
 ﾠ illimitata	
 ﾠ e	
 ﾠ in	
 ﾠ
paziente	
 ﾠnon	
 ﾠavrebbe	
 ﾠbisogno	
 ﾠdi	
 ﾠulteriori	
 ﾠoperazioni.	
 ﾠLe	
 ﾠvalvole	
 ﾠbiologiche	
 ﾠinvece	
 ﾠsono	
 ﾠ
molto	
 ﾠpiù	
 ﾠadatte	
 ﾠa	
 ﾠgarantire	
 ﾠun’emodinamicità	
 ﾠfisiologica	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola,	
 ﾠtuttavia	
 ﾠhanno	
 ﾠ
bisogno	
 ﾠdi	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠpiù	
 ﾠcomplessi	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠdeteriorano	
 ﾠabbastanza	
 ﾠvelocemente	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠ
necessità	
 ﾠ di	
 ﾠ successivi	
 ﾠ reinterventi,	
 ﾠ in	
 ﾠ media	
 ﾠ ogni	
 ﾠ 10	
 ﾠ o	
 ﾠ 15	
 ﾠ anni.	
 ﾠ Anche	
 ﾠ le	
 ﾠ valvole	
 ﾠ
biologiche	
 ﾠnecessitano	
 ﾠinizialmente	
 ﾠdi	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠanticoagulanti	
 ﾠper	
 ﾠun	
 ﾠprimo	
 ﾠperiodo,	
 ﾠ
successivamente	
 ﾠ	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠpiù	
 ﾠnecessario.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
1.2.1	
 ﾠValvole	
 ﾠmeccaniche	
 ﾠ
Esistono	
 ﾠvari	
 ﾠtipi	
 ﾠdi	
 ﾠsostituti	
 ﾠmeccanici	
 ﾠper	
 ﾠvalvole	
 ﾠaortiche:	
 ﾠCaged-ﾭ‐Ball,	
 ﾠTiltig-ﾭ‐Disc,	
 ﾠe	
 ﾠ
Bileafleat.	
 ﾠ Negli	
 ﾠ ultimi	
 ﾠ anni	
 ﾠ si	
 ﾠ sono	
 ﾠ trattate	
 ﾠ e	
 ﾠ sviluppate	
 ﾠ soprattutto	
 ﾠ le	
 ﾠ ultime	
 ﾠ due	
 ﾠ
tuttavia	
 ﾠtutte	
 ﾠe	
 ﾠtre	
 ﾠnon	
 ﾠmostrano	
 ﾠelevati	
 ﾠtassi	
 ﾠdi	
 ﾠmortalità	
 ﾠsul	
 ﾠlungo	
 ﾠperiodo[6,12,13].	
 ﾠ
	
 ﾠ
Caged-ﾭ‐ball:	
 ﾠdetta	
 ﾠpiù	
 ﾠprecisamente	
 ﾠStarr-ﾭ‐Edwards	
 ﾠcaged	
 ﾠball	
 ﾠfu	
 ﾠla	
 ﾠprima	
 ﾠvalvola	
 ﾠ
meccanica	
 ﾠmessa	
 ﾠa	
 ﾠpunto	
 ﾠnel	
 ﾠanni	
 ﾠ‘60,	
 ﾠnon	
 ﾠpresenta	
 ﾠproblemi	
 ﾠdi	
 ﾠdeterioramento	
 ﾠ
o	
 ﾠ rottura	
 ﾠ quindi	
 ﾠ è	
 ﾠ molto	
 ﾠ affidabile	
 ﾠ sul	
 ﾠ lungo	
 ﾠ periodo,	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ non	
 ﾠ riproduce	
 ﾠ
fedelmente	
 ﾠil	
 ﾠflusso	
 ﾠematico	
 ﾠe	
 ﾠle	
 ﾠcaratteristiche	
 ﾠtipiche	
 ﾠmeccaniche	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠvalvola	
 ﾠ
nativa.	
 ﾠConsta	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠsfera	
 ﾠintrappolata	
 ﾠall’interno	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠgabbia	
 ﾠche	
 ﾠa	
 ﾠseconda	
 ﾠ
del	
 ﾠ flusso	
 ﾠ ematico	
 ﾠ ostruisce	
 ﾠ o	
 ﾠ libera	
 ﾠ l’orifizio	
 ﾠ valvolare.	
 ﾠ Viene	
 ﾠ utilizzata	
 ﾠ per	
 ﾠ
trattare	
 ﾠcasi	
 ﾠdi	
 ﾠstenosi	
 ﾠnei	
 ﾠpaesi	
 ﾠdel	
 ﾠterzo	
 ﾠmondo	
 ﾠgrazie	
 ﾠal	
 ﾠsuo	
 ﾠcosto	
 ﾠlimitato.	
 ﾠ
	
 ﾠ
Tilting-ﾭ‐Disc:	
 ﾠdetta	
 ﾠBjork-ﾭ‐Shiley	
 ﾠè	
 ﾠcostituita	
 ﾠda	
 ﾠun	
 ﾠdisco	
 ﾠche	
 ﾠruota	
 ﾠattorno	
 ﾠad	
 ﾠun	
 ﾠ
unico	
 ﾠasse	
 ﾠcon	
 ﾠun’apertura	
 ﾠtra	
 ﾠi	
 ﾠ75	
 ﾠe	
 ﾠgli	
 ﾠ80	
 ﾠgradi.	
 ﾠIl	
 ﾠdisco	
 ﾠinizialmente	
 ﾠdritto	
 ﾠè	
 ﾠ
stato	
 ﾠmodificato	
 ﾠe	
 ﾠha	
 ﾠoggi	
 ﾠpreso	
 ﾠuna	
 ﾠforma	
 ﾠsferica.	
 ﾠRiduce	
 ﾠdi	
 ﾠmolto	
 ﾠle	
 ﾠsuperficie	
 ﾠ
potenzialmente	
 ﾠ di	
 ﾠ accumulazione	
 ﾠ causa	
 ﾠ principale	
 ﾠ dei	
 ﾠ trombi.	
 ﾠ Questa	
 ﾠ valvola	
 ﾠ
risulta	
 ﾠemodinamicamente	
 ﾠmigliore	
 ﾠdella	
 ﾠcaged	
 ﾠball.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Bileaflet:	
 ﾠ costituita	
 ﾠ di	
 ﾠ grafite	
 ﾠ impregnata	
 ﾠ di	
 ﾠ tungsteno	
 ﾠ è	
 ﾠ montata	
 ﾠ poi	
 ﾠ su	
 ﾠ un	
 ﾠ
sostegno	
 ﾠmetallico.	
 ﾠÈ	
 ﾠformata	
 ﾠda	
 ﾠdue	
 ﾠdischetti	
 ﾠche	
 ﾠruotano	
 ﾠattorno	
 ﾠa	
 ﾠdue	
 ﾠpivot	
 ﾠ
anch’essi	
 ﾠ con	
 ﾠ un’apertura	
 ﾠ tra	
 ﾠ 75	
 ﾠ e	
 ﾠ 80	
 ﾠ gradi.	
 ﾠ Miglioramenti	
 ﾠ che	
 ﾠ oggi	
 ﾠ vengono	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
apportati	
 ﾠcontano	
 ﾠsia	
 ﾠla	
 ﾠmodifica	
 ﾠmorfologica	
 ﾠdei	
 ﾠ dischetti	
 ﾠresi	
 ﾠ convessi	
 ﾠ sia	
 ﾠ il	
 ﾠ
grado	
 ﾠdi	
 ﾠapertura	
 ﾠdegli	
 ﾠstessi.	
 ﾠ
	
 ﾠ	
 ﾠ
1.2.2	
 ﾠValvole	
 ﾠBiologiche	
 ﾠ
Le	
 ﾠvalvole	
 ﾠbiologiche	
 ﾠsi	
 ﾠdividono	
 ﾠin	
 ﾠtre	
 ﾠprincipali	
 ﾠtipologie:	
 ﾠautograft,	
 ﾠhomograft	
 ﾠ(detto	
 ﾠ
anche	
 ﾠallograft)	
 ﾠed	
 ﾠheterograft	
 ﾠ(detto	
 ﾠanche	
 ﾠxenograft).	
 ﾠLa	
 ﾠclassificazione	
 ﾠè	
 ﾠfatta	
 ﾠsecondo	
 ﾠ
il	
 ﾠtessuto	
 ﾠdi	
 ﾠprovenienza	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠsostitutiva.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Gli	
 ﾠ autografts	
 ﾠ sono	
 ﾠ innesti	
 ﾠ in	
 ﾠ posizione	
 ﾠ aortica	
 ﾠ della	
 ﾠ valvola	
 ﾠ polmonare	
 ﾠ del	
 ﾠ
paziente	
 ﾠstesso	
 ﾠla	
 ﾠquale	
 ﾠa	
 ﾠsuo	
 ﾠvolta	
 ﾠviene	
 ﾠsostituita	
 ﾠda	
 ﾠun’ulteriore	
 ﾠvalvola	
 ﾠhomograft	
 ﾠo	
 ﾠ
xenograft.	
 ﾠLa	
 ﾠmetodologia	
 ﾠche	
 ﾠdefinisce	
 ﾠl’innesto	
 ﾠdi	
 ﾠqueste	
 ﾠvalvole	
 ﾠè	
 ﾠdetta	
 ﾠ“Procedura	
 ﾠdi	
 ﾠ
Ross”	
 ﾠed	
 ﾠè	
 ﾠstata	
 ﾠsviluppata	
 ﾠdal	
 ﾠdottor	
 ﾠDonald	
 ﾠRoss	
 ﾠalla	
 ﾠfine	
 ﾠdegli	
 ﾠanni	
 ﾠ’60.	
 ﾠQuesto	
 ﾠmetodo	
 ﾠ
che	
 ﾠ implica	
 ﾠ l’impiego	
 ﾠ di	
 ﾠ due	
 ﾠ valvole	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ molto	
 ﾠ criticato,	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ i	
 ﾠ dati	
 ﾠ statistici	
 ﾠ
raccolti	
 ﾠsu	
 ﾠquesta	
 ﾠoperazione	
 ﾠmostrano	
 ﾠcome	
 ﾠmolto	
 ﾠraramente	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠpolmonare	
 ﾠ
propria	
 ﾠinnestata	
 ﾠin	
 ﾠposizione	
 ﾠaortica	
 ﾠfallisca,	
 ﾠrisultando	
 ﾠquindi	
 ﾠla	
 ﾠmiglior	
 ﾠsoluzione.	
 ﾠLa	
 ﾠ
valvola	
 ﾠnativa	
 ﾠcresce	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠpaziente	
 ﾠe	
 ﾠnon	
 ﾠviene	
 ﾠrigettata,	
 ﾠinoltre	
 ﾠè	
 ﾠpossibile	
 ﾠevitare	
 ﾠil	
 ﾠ
trattamento	
 ﾠanticoagulante	
 ﾠa	
 ﾠvita.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Gli	
 ﾠhomografts	
 ﾠsono	
 ﾠinvece	
 ﾠinnesti	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠpolmonari	
 ﾠo	
 ﾠaortiche	
 ﾠprovenienti	
 ﾠda	
 ﾠ
donatori	
 ﾠdeceduti	
 ﾠle	
 ﾠquali	
 ﾠvengono	
 ﾠcrioconservate.	
 ﾠL’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠqueste	
 ﾠvalvole,	
 ﾠlimitato	
 ﾠ
dalla	
 ﾠ difficile	
 ﾠ reperibilità	
 ﾠ dei	
 ﾠ tessuti,	
 ﾠ mostra	
 ﾠ risultati	
 ﾠ molto	
 ﾠ soddisfacenti	
 ﾠ per	
 ﾠ quanto	
 ﾠ
riguarda	
 ﾠl’emodinamica.	
 ﾠIl	
 ﾠsostituto	
 ﾠvalvolare	
 ﾠviene	
 ﾠdifficilmente	
 ﾠrigettato	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠadatta	
 ﾠ
molto	
 ﾠbene	
 ﾠall’orifizio	
 ﾠaortico.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
ATS bileaflet valve does not open to the full 85  it was
manufactured to attain, which may explain why the same
studies report that the valve closes extremely quickly [45].
This failure to open fully may also explain the reduced
closing noise reputed to be a feature of this valve. The
long-term effects of the suboptimal opening are not fully
understood [45].
Overall, at this early follow-up stage, the ATS open pivot
bileaflet valve has shown decreased levels of thrombosis and
hemolysis when compared to some earlier model valves.
There have been no structural changes reported, and reduced
transvalvular gradients have been measured [44].
FDA approval: The first clinical trial of the ATS valve
was in May of 1992, and the valve received FDA approval
in October 2000 [44].
4.2. The Edwards bileaflet valves
Models:E d w a r d s - D u r o m e d i c sv a l v e( d i s c o n t i n u e d )
(AKA TEKNA).
Type: Bileaflet valve.
Technical information: Introduced by Hemex Scientific in
1982 and subsequently acquired by Baxter Healthcare [46].
In 1988, Baxter Healthcare voluntarily withdrew the valve
(Fig. 10A) from the market citing 12 leaflet escapes out of a
total of 20,000 implants [47]. In June of 1990, the valve was
reintroduced to the market as the revised Edwards-Duro-
medics, and later still as the Edwards Tekna valve. These
valves are no longer on the market.
4.3. Edwards Mira (R) valve
The present Edwards Bileaflet valve is the Mira (R)
Valve (Fig. 10B). The mechanical components of the Mira
valve are manufactured by Sorin Biomedica (Italy). It differs
from the Sorin bileaflet Bicarbon in that the sewing ring is
softer and ‘‘waffled,’’ and has a Silicone insert. This makes
the cuff similar to the Starr-Edwards valve. This sewing cuff
is meant to increase the ease of implantation.
Sizerangeandavailabledimensions:Model3160inaortic
position: 19–27 mm. Model 9210 in mitral: 25–33 mm [48].
Physical characteristics: Central blood flow.
Fig. 10.
J. Butany et al. / Cardiovascular Pathology 12 (2003) 322–344 332
Potential complications:E a r l ym o d e l so ft h eS t a r r -
Edwards prostheses were reported to show poppet damage
(cracks) and occasionally embolization [10]. Thrombus
formation and pannus growth may occur at the base of the
struts and the apex of the closed cage, the latter potentially
leading to orifice stenosis and improper poppet seating with
resulting valvular incompetence [12]. Hemodynamic injury
to the aortic intima with subsequent thrombosis and fibrous
plaque formation to the endothelial lining can also occur,
especially at the proximal end of the ascending aorta [12].
Paravalvular leaks do occur, as does infective endocarditis
[13,14]. In valves made prior to 1966, the silastic poppet
often imbibed lipid and the dimension of the poppet
increased in comparison to the original specifications,
leading to a change in color and occasionally to ball
variance. This leads to decreased valve excursion, increased
valvular regurgitation [15] and, in some cases, even sudden
death [16]. Related to the high profile of this prosthesis, the
valve struts can get ‘‘trapped’’ in scar tissue on the left
ventricular free wall or on the inter ventricular septum.
(Most of these problems have largely been eliminated, but
may still occasionally be seen.)
Additional comments: Although chronologically a very
old valve, the Starr-Edwards caged ball prostheses was for
manyyearsthegoldstandardagainstwhichothervalveswere
compared. These valves have a longer history of clinical
usage than any other heart valve prosthesis [17]. Pathologists
may still observe these valves upon explantation.
FDA approval: Only models 1260 and 6120 are currently
approved in North America.
3. Single leaflet/tilting disc
3.1. The AorTech Ultracor mechanical valve
Model:A o r T e c hU l t r a c o rU 1 9 A – U 2 9 A( a o r t i c )a n d
U23M–U33M (mitral).
Fig. 1.
J. Butany et al. / Cardiovascular Pathology 12 (2003) 322–344 324
could be operated upon) has been reported in approximately
50% of patients with thrombosis of the tilting disc [10].
Perivalvular leak, not related to calcification, is reported
particularly with the aortic site valves and is apparently
greater in the 19-mm size [20]. Thrombus and tissue
overgrowth along the perimeter of the minor outflow region
can further reduce the flow in this region [21]. Pannus on
the sewing ring with extension onto the metal housing can
lead to valve dysfunction and predisposition to thrombosis
[20,22]. The incidence of infective endocarditis is similar to
that of all other MHVs.
Additional comments: The CC model was introduced to
reduce thrombosis originating in the small orifice. It
decreased the stagnation zone behind the disc and decreased
emboli from 4.2% to 1.2% per year after mitral valve
replacement (MVR) [23]. It was removed from the market
in 1986 after reports of a series of outlet strut fractures
leading to embolization of the disc. Close follow-up is
recommended for all patients. Prophylactic removal is
recommended in some patients with this series of valves,
especially those with valve sizes greater than 29 mm. Very
few if any more such cases have been reported in recent
years. Other factors considered are valve implant position,
weld date, welder identity, valve shop order, body surface
area and current age of patient [24,25].
FDA approval: Not approved by FDA (since 1986).
3.3. The Bjork-Shiley monostrut valve
Model:B j o r k - S h i l e yt i l t i n gd i s cw i t hs i n g l eo u t f l o w
strut (monostrut).
Type: Single leaflet, tilting disc.
Technical information:S h i l e yf i r s tm a n u f a c t u r e dt h e
Bjork-Shiley monostrut in 1981. Sorin Biomedica Cardio
bought it in 1992 from Pfizer and then sold it to Alliance
Medical Technologies.
Size range and available dimensions: This valve was
available in sewing ring sizes 17–33 mm with orifice
diameters of 12–24 mm (aortic and mitral valves).
Physical characteristics: The valve used a thin wafer
disk to pivot into open and closed position. The hinge
placement permitted a near central flow. The inlet strut
was C-shaped. The single outlet strut fit into the central
depression of the disc and held it in place.
Fig. 3.
J. Butany et al. / Cardiovascular Pathology 12 (2003) 322–344 326
Figura	
 ﾠ1.2:	
 ﾠDa	
 ﾠsinistra	
 ﾠa	
 ﾠdestra:	
 ﾠStar-ﾭ‐Edwards	
 ﾠCaged	
 ﾠBall,	
 ﾠBjork-ﾭ‐Shiley	
 ﾠTilting-ﾭ‐Disc,	
 ﾠEdwards	
 ﾠMira	
 ﾠBileaflet	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Gli	
 ﾠheterografts	
 ﾠo	
 ﾠxenografts	
 ﾠsono	
 ﾠinvece	
 ﾠtutte	
 ﾠquelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠricavate	
 ﾠda	
 ﾠtessuti	
 ﾠdi	
 ﾠspecie	
 ﾠ
animali	
 ﾠnon	
 ﾠumane.	
 ﾠAl	
 ﾠgiorno	
 ﾠd’oggi	
 ﾠi	
 ﾠtessuti	
 ﾠmaggiormente	
 ﾠutilizzati	
 ﾠsono	
 ﾠdi	
 ﾠorigine	
 ﾠ
porcina	
 ﾠo	
 ﾠbovina.	
 ﾠIl	
 ﾠmotivo	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠquale	
 ﾠnon	
 ﾠsi	
 ﾠutilizzano	
 ﾠtessuti	
 ﾠdi	
 ﾠspecie	
 ﾠgeneticamente	
 ﾠ
più	
 ﾠ vicine	
 ﾠ all’essere	
 ﾠ umano	
 ﾠ è	
 ﾠ semplice:	
 ﾠ questi	
 ﾠ sarebbero	
 ﾠ maggiormente	
 ﾠ soggetti	
 ﾠ a	
 ﾠ
patologie	
 ﾠ che	
 ﾠ potrebbero	
 ﾠ colpire	
 ﾠ anche	
 ﾠ gli	
 ﾠ esseri	
 ﾠ umani.	
 ﾠ Le	
 ﾠ valvole	
 ﾠ porcine	
 ﾠ sono	
 ﾠ di	
 ﾠ
norma	
 ﾠ cuspidi	
 ﾠ coronariche	
 ﾠ destre	
 ﾠ mentre	
 ﾠ il	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ di	
 ﾠ origine	
 ﾠ bovina	
 ﾠ è	
 ﾠ di	
 ﾠ solito	
 ﾠ il	
 ﾠ
pericardio.	
 ﾠ Questi	
 ﾠ ultimi	
 ﾠ sono	
 ﾠ studiati	
 ﾠ da	
 ﾠ poco,	
 ﾠ ma	
 ﾠ sembrano	
 ﾠ preferibili	
 ﾠ alle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ
porcine	
 ﾠavendo	
 ﾠun’emodinamica	
 ﾠmigliore.	
 ﾠ
Un’ulteriore	
 ﾠclassificazione	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠbiologiche	
 ﾠè	
 ﾠdefinita	
 ﾠdalla	
 ﾠmetodologia	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠ
quale	
 ﾠil	
 ﾠtessuto	
 ﾠsostitutivo	
 ﾠviene	
 ﾠfissato	
 ﾠin	
 ﾠposizione.	
 ﾠDue	
 ﾠsono	
 ﾠquesti	
 ﾠtipi	
 ﾠdi	
 ﾠinnesti:	
 ﾠ
stended	
 ﾠo	
 ﾠstentless.	
 ﾠ
I	
 ﾠprimi	
 ﾠinterventi	
 ﾠper	
 ﾠrimpiazzare	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠaortica	
 ﾠnativa	
 ﾠcon	
 ﾠinnesti	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠaortiche	
 ﾠ
porcine	
 ﾠ o	
 ﾠ pericardi	
 ﾠ bovini	
 ﾠ o	
 ﾠ equini,	
 ﾠ vennero	
 ﾠ fatti	
 ﾠ trattando	
 ﾠ lo	
 ﾠ xenograft	
 ﾠ con	
 ﾠ
glutaraldeide	
 ﾠe	
 ﾠpoi	
 ﾠmontandoli	
 ﾠsu	
 ﾠstent.	
 ﾠQuesti	
 ﾠsono	
 ﾠstrutture	
 ﾠmetalliche	
 ﾠcilindriche	
 ﾠa	
 ﾠ
maglia	
 ﾠo	
 ﾠtelai	
 ﾠdi	
 ﾠplastica	
 ﾠcoperti	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠtessuto	
 ﾠsintetico	
 ﾠe	
 ﾠfissati	
 ﾠalla	
 ﾠvalvola	
 ﾠsostituiva	
 ﾠ	
 ﾠ
con	
 ﾠuna	
 ﾠsutura.	
 ﾠIl	
 ﾠloro	
 ﾠruolo	
 ﾠè	
 ﾠquello	
 ﾠdi	
 ﾠmantenere	
 ﾠla	
 ﾠstruttura	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠe	
 ﾠfacilitare	
 ﾠil	
 ﾠ
fissaggio	
 ﾠdella	
 ﾠstessa	
 ﾠnell’orifizio	
 ﾠaortico.	
 ﾠIl	
 ﾠlato	
 ﾠpositivo	
 ﾠdi	
 ﾠqueste	
 ﾠstrutture	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠrelativa	
 ﾠ
facilità	
 ﾠdi	
 ﾠoperazione,	
 ﾠil	
 ﾠlato	
 ﾠnegativo	
 ﾠsta	
 ﾠinvece	
 ﾠnella	
 ﾠpresenza	
 ﾠdella	
 ﾠsutura	
 ﾠtra	
 ﾠanello	
 ﾠe	
 ﾠ
valvola,	
 ﾠquesta	
 ﾠprovoca	
 ﾠun	
 ﾠvariazioni	
 ﾠnel	
 ﾠgradiente	
 ﾠpressorio	
 ﾠche	
 ﾠintacca	
 ﾠl’emodinamica	
 ﾠ
della	
 ﾠvalvola.	
 ﾠ
Grazie	
 ﾠ allo	
 ﾠ sviluppo	
 ﾠ delle	
 ﾠ tecniche	
 ﾠ di	
 ﾠ chirurgia,	
 ﾠ recentemente	
 ﾠ si	
 ﾠ stanno	
 ﾠ sviluppando	
 ﾠ
nuovi	
 ﾠ tipi	
 ﾠ di	
 ﾠ sostituti	
 ﾠ valvolare	
 ﾠ stentless	
 ﾠ ovvero	
 ﾠ privi	
 ﾠ dell’anello	
 ﾠ metallico	
 ﾠ o	
 ﾠ plastico	
 ﾠ
utilizzato	
 ﾠper	
 ﾠfacilitarne	
 ﾠl’innesto.	
 ﾠLa	
 ﾠmancanza	
 ﾠdello	
 ﾠstent	
 ﾠoffre	
 ﾠmaggiore	
 ﾠarea	
 ﾠorifiziale,	
 ﾠ
diminuendo	
 ﾠ il	
 ﾠ gradiente	
 ﾠ pressorio	
 ﾠ transvalvolare,	
 ﾠ rispecchia	
 ﾠ meglio	
 ﾠ l’anatomia	
 ﾠ e	
 ﾠ
l’emodinamica	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠnativa	
 ﾠed	
 ﾠinoltre	
 ﾠdegenera	
 ﾠmeno	
 ﾠrapidamente,	
 ﾠnon	
 ﾠmodifica	
 ﾠ
gli	
 ﾠeffetti	
 ﾠdella	
 ﾠradice	
 ﾠaortica	
 ﾠe	
 ﾠdei	
 ﾠseni	
 ﾠnativi.	
 ﾠL’innesto	
 ﾠviene	
 ﾠfatto	
 ﾠoperando	
 ﾠdue	
 ﾠsuture	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ1.3:	
 ﾠHomograft	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
una	
 ﾠvicina	
 ﾠall’orifizio	
 ﾠvalvolare	
 ﾠe	
 ﾠl’altra	
 ﾠall’interno	
 ﾠdell’aorta,	
 ﾠquest’ultima	
 ﾠdeve	
 ﾠessere	
 ﾠ
molto	
 ﾠprecisa	
 ﾠper	
 ﾠevitare	
 ﾠmodifiche	
 ﾠal	
 ﾠgradiente	
 ﾠpressorio.	
 ﾠ
A	
 ﾠdifferenze	
 ﾠdei	
 ﾠsostituti	
 ﾠxenograft	
 ﾠsopra	
 ﾠdescritti,	
 ﾠhomograft	
 ﾠed	
 ﾠautograft	
 ﾠsono	
 ﾠstentless	
 ﾠ
e	
 ﾠpossono	
 ﾠessere	
 ﾠinnestati	
 ﾠsenza	
 ﾠanelli	
 ﾠaggiuntivi[5,7,8,9,10,11].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
1.2.3	
 ﾠSostituti	
 ﾠpercutanei	
 ﾠ
La	
 ﾠsperimentazione	
 ﾠe	
 ﾠlo	
 ﾠstudio	
 ﾠodierno	
 ﾠdi	
 ﾠsostitutivi	
 ﾠvalvolari	
 ﾠsempre	
 ﾠpiù	
 ﾠefficienti,	
 ﾠsono	
 ﾠ
frenati	
 ﾠ da	
 ﾠ un	
 ﾠ fattore	
 ﾠ determinante	
 ﾠ nella	
 ﾠ cura	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvulopatie,	
 ﾠ ovvero	
 ﾠ dalla	
 ﾠ natura	
 ﾠ
pesantemente	
 ﾠinvasiva	
 ﾠdegli	
 ﾠinterventi	
 ﾠchirurgici	
 ﾠdi	
 ﾠinnesto	
 ﾠvalvolare.	
 ﾠI	
 ﾠsoggetti	
 ﾠtroppo	
 ﾠ
anziani	
 ﾠo	
 ﾠtroppo	
 ﾠgiovani	
 ﾠnon	
 ﾠsono	
 ﾠin	
 ﾠgrado	
 ﾠdi	
 ﾠsopportare	
 ﾠoperazioni	
 ﾠcosì	
 ﾠpesanti.	
 ﾠPer	
 ﾠi	
 ﾠ
soggetti	
 ﾠdi	
 ﾠoltre	
 ﾠ75	
 ﾠanni	
 ﾠil	
 ﾠrischio	
 ﾠdi	
 ﾠdecesso	
 ﾠpost	
 ﾠoperatorio	
 ﾠè	
 ﾠdel	
 ﾠ33%.	
 ﾠ	
 ﾠ
Per	
 ﾠ queste	
 ﾠ motivazioni,	
 ﾠ da	
 ﾠ 20	
 ﾠ anni	
 ﾠ a	
 ﾠ questa	
 ﾠ parte,	
 ﾠ si	
 ﾠ stanno	
 ﾠ studiando	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ
impianto	
 ﾠmeno	
 ﾠinvasivi	
 ﾠdell’intervento	
 ﾠchirurgico	
 ﾠa	
 ﾠcuore	
 ﾠaperto.	
 ﾠNel	
 ﾠ1992	
 ﾠil	
 ﾠDottor	
 ﾠ
Andersen	
 ﾠ operò	
 ﾠ un	
 ﾠ impianto	
 ﾠ intravascolare	
 ﾠ di	
 ﾠ una	
 ﾠ protesi	
 ﾠ stented	
 ﾠ montata	
 ﾠ su	
 ﾠ un	
 ﾠ
catetere	
 ﾠin	
 ﾠun	
 ﾠanimale	
 ﾠottenendo	
 ﾠottimi	
 ﾠrisultati;	
 ﾠil	
 ﾠprimo	
 ﾠrisultato	
 ﾠpositivo	
 ﾠsull’essere	
 ﾠ
umano	
 ﾠarrivò	
 ﾠtuttavia	
 ﾠsolamente	
 ﾠ10	
 ﾠanni	
 ﾠdopo:	
 ﾠnel	
 ﾠ2002	
 ﾠvenne	
 ﾠoperato	
 ﾠil	
 ﾠprimo	
 ﾠinnesto	
 ﾠ
di	
 ﾠvalvola	
 ﾠpercutanea.	
 ﾠ
I	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ sostituzione	
 ﾠ percutanea	
 ﾠ di	
 ﾠ valvola	
 ﾠ aortica	
 ﾠ utilizzano	
 ﾠ principalmente	
 ﾠ 3	
 ﾠ
tecniche	
 ﾠtutte	
 ﾠaccomunate	
 ﾠdall’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠespandibili	
 ﾠgrazie	
 ﾠad	
 ﾠun	
 ﾠpalloncino	
 ﾠe	
 ﾠdi	
 ﾠ
un	
 ﾠcatetere	
 ﾠper	
 ﾠraggiungere	
 ﾠla	
 ﾠzona	
 ﾠdi	
 ﾠinserimento.	
 ﾠQueste	
 ﾠtecniche	
 ﾠsono:	
 ﾠ
-ﾭ‐  Metodo	
 ﾠAnterogrado:	
 ﾠsi	
 ﾠentra	
 ﾠnella	
 ﾠvena	
 ﾠfemorale	
 ﾠe	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠcatetere	
 ﾠsi	
 ﾠrisale	
 ﾠ
fino	
 ﾠ alla	
 ﾠ valvola	
 ﾠ mitrale	
 ﾠ per	
 ﾠ posizionare	
 ﾠ la	
 ﾠ protesi	
 ﾠ nel	
 ﾠ corretto	
 ﾠ orifizio	
 ﾠ
CARDIOTHORACIC I
SURGERY 26:12 497 © 2008 Published by Elsevier Ltd.
ring or cuff aimed at increasing the valve effective oriﬁce area 
and thus reducing the pressure gradient across the valve. Bile-
aﬂet valves are the most frequently used mechanical prostheses 
and account for more than 90% of mechanical valves implanted 
in the UK.
Implantation technique
A sewing cuff of a silastic ring clothed in Dacron™ is mounted 
onto  the  leaﬂet  and  housing  mechanism,  which  are  all  held 
within a mechanical ring. This sewing cuff permits the surgeon 
to place sutures that run from it to the patient’s native annulus. 
Recognition that a supra-annular implantation of the valve results 
in a larger oriﬁce area than the intra-annular position has led to 
changes in design and implantation techniques. These sutures 
are  either  non-absorbable  interrupted  Ethibond™  or  semi-
  continuous polypropylene spread closely and uniformly around 
the annulus. Accurate placement of these sutures is essential to 
prevent paraprosthetic leaks and potential failure.
Biological valves
These can be divided into stented and stentless bioprostheses.
Stented: these valves are most commonly harvested porcine aor-
tic valves or made of bovine or equine pericardium (Figure 3). 
The heterograft valve tissue is preserved in glutaraldehyde using 
various techniques. Advances in tissue ﬁxation techniques over 
the years have signiﬁcantly reduced the antigenicity and rates of 
calciﬁcation thus improving long-term outcomes. Durability is 
now much improved and when implanted in the conventional 
age groups these valves demonstrate good function for up to 12 
years and beyond. The ﬁrst heart valves that were implanted 
often failed for operative technical reasons. Surgical implanta-
tion was simply too difﬁcult. As a solution to this, the biological 
valves were mounted on a sewing ring that supported the valve 
structurally.  These  stented  valves  have  become  the  mainstay 
of bioprosthetic implantation, but haemodynamic and durabil-
ity issues have led to the continued development of stentless 
valves.
Stentless: these are implanted primarily in the aortic position. 
Repeated attempts to implant valves in the mitral position have 
been largely unsuccessful. They are implanted directly onto the 
native valvular annulus without the use of a rigid sewing cuff and 
require a more complex surgical technique. These valves include:
  •    autografts (from the same individual, e.g. pulmonary to aortic)
  •   homograft (from a different individual, e.g. cadaveric)
  •   hetero- or xenograft (from a different species, e.g. porcine) 
(Figure 4).
They have several theoretical advantages. These valves avoid 
the need of a rigid sewing ring and thus:
  •    increases the effective oriﬁce area thereby reducing the trans-
valvular gradient
  •    provides the closest anatomical and haemodynamic proﬁle to 
native valves
  •    may  have  slower  degeneration  rates  compared  to  stented 
counterparts,  by  maintaining  the  conditions  of  the  native 
  aortic root and including the native sinuses.
Surgical techniques
Stented valves are implanted with exactly the same techniques as 
used for the implantation of mechanical valves. Stentless valves, 
in contrast, are implanted using two suture lines: a proximal one 
to the annulus and a more distal one to the ascending aorta. The 
second suture line requires accurate spatial distribution of the 
three commissures that support the three leaﬂets to avoid para-
prosthetic leak and increased transvalvular gradient, and to ensure 
good opening and closing function and increased durability.
The procedure is therefore longer and more challenging.
In certain circumstances, the homograft or the stentless het-
erograft can be implanted as a valve root complex with proximal 
and distal suture lines. In this situation the operative technique 
Figure 2 Medtronic Hall™ tilting-disc valve.
Figure 3 Carpentier–Edwards Perimount™ pericardial aortic 
bioprosthesis.
Figure 4 Edwards Prima Plus™ stentless aortic bioprosthesis.
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calciﬁcation thus improving long-term outcomes. Durability is 
now much improved and when implanted in the conventional 
age groups these valves demonstrate good function for up to 12 
years and beyond. The ﬁrst heart valves that were implanted 
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tion was simply too difﬁcult. As a solution to this, the biological 
valves were mounted on a sewing ring that supported the valve 
structurally.  These  stented  valves  have  become  the  mainstay 
of bioprosthetic implantation, but haemodynamic and durabil-
ity issues have led to the continued development of stentless 
valves.
Stentless: these are implanted primarily in the aortic position. 
Repeated attempts to implant valves in the mitral position have 
been largely unsuccessful. They are implanted directly onto the 
native valvular annulus without the use of a rigid sewing cuff and 
require a more complex surgical technique. These valves include:
  •    autografts (from the same individual, e.g. pulmonary to aortic)
  •   homograft (from a different individual, e.g. cadaveric)
  •   hetero- or xenograft (from a different species, e.g. porcine) 
(Figure 4).
They have several theoretical advantages. These valves avoid 
the need of a rigid sewing ring and thus:
  •    increases the effective oriﬁce area thereby reducing the trans-
valvular gradient
  •    provides the closest anatomical and haemodynamic proﬁle to 
native valves
  •    may  have  slower  degeneration  rates  compared  to  stented 
counterparts,  by  maintaining  the  conditions  of  the  native 
  aortic root and including the native sinuses.
Surgical techniques
Stented valves are implanted with exactly the same techniques as 
used for the implantation of mechanical valves. Stentless valves, 
in contrast, are implanted using two suture lines: a proximal one 
to the annulus and a more distal one to the ascending aorta. The 
second suture line requires accurate spatial distribution of the 
three commissures that support the three leaﬂets to avoid para-
prosthetic leak and increased transvalvular gradient, and to ensure 
good opening and closing function and increased durability.
The procedure is therefore longer and more challenging.
In certain circumstances, the homograft or the stentless het-
erograft can be implanted as a valve root complex with proximal 
and distal suture lines. In this situation the operative technique 
Figure 2 Medtronic Hall™ tilting-disc valve.
Figure 3 Carpentier–Edwards Perimount™ pericardial aortic 
bioprosthesis.
Figure 4 Edwards Prima Plus™ stentless aortic bioprosthesis.
Figura	
 ﾠ1.4:	
 ﾠA	
 ﾠsinistra	
 ﾠCarpentier-ﾭ‐Edwards	
 ﾠstented,	
 ﾠa	
 ﾠdestra	
 ﾠEdwards	
 ﾠPrima	
 ﾠPlus	
 ﾠstentless	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
valvolare;	
 ﾠè	
 ﾠuna	
 ﾠtecnica	
 ﾠche	
 ﾠoggi	
 ﾠnon	
 ﾠviene	
 ﾠpiù	
 ﾠutilizzata	
 ﾠa	
 ﾠcausa	
 ﾠdel	
 ﾠrischio	
 ﾠdi	
 ﾠ
rigurgito	
 ﾠmitralico.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Metodo	
 ﾠRetrogrado:	
 ﾠsi	
 ﾠentra	
 ﾠdirettamente	
 ﾠnell’arteria	
 ﾠfemorale	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠraggiunge	
 ﾠ
l’orifizio	
 ﾠaortico	
 ﾠper	
 ﾠposizionare	
 ﾠla	
 ﾠvalvola,	
 ﾠè	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠpiù	
 ﾠfacile	
 ﾠe	
 ﾠveloce	
 ﾠdi	
 ﾠ
quello	
 ﾠantigrado,	
 ﾠma	
 ﾠpuò	
 ﾠcausare	
 ﾠseveri	
 ﾠdanni	
 ﾠall’arteria	
 ﾠfemorale.	
 ﾠÈ	
 ﾠad	
 ﾠoggi	
 ﾠil	
 ﾠ
metodo	
 ﾠpercutaneo	
 ﾠmaggiormente	
 ﾠutilizzato.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Metodo	
 ﾠTransapicale:	
 ﾠsi	
 ﾠopera	
 ﾠun	
 ﾠpiccolo	
 ﾠtaglio	
 ﾠtra	
 ﾠle	
 ﾠcostole	
 ﾠe	
 ﾠl’inserimento	
 ﾠ
viene	
 ﾠ effettuato	
 ﾠ pungendo	
 ﾠ l’apice	
 ﾠ ventricolare	
 ﾠ 	
 ﾠ sinistro	
 ﾠ per	
 ﾠ poi	
 ﾠ risalire	
 ﾠ
nell’orifizio	
 ﾠaortico;	
 ﾠè	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠefficace	
 ﾠe	
 ﾠveloce,	
 ﾠnon	
 ﾠdanneggia	
 ﾠle	
 ﾠarterie	
 ﾠma	
 ﾠ
può	
 ﾠportare	
 ﾠa	
 ﾠcomplicanze	
 ﾠdi	
 ﾠdifferente	
 ﾠnatura	
 ﾠcome	
 ﾠpneumotoraci,	
 ﾠaritmie	
 ﾠe	
 ﾠ
aneurismi.	
 ﾠ	
 ﾠ
Le	
 ﾠvalvole	
 ﾠutilizzate	
 ﾠper	
 ﾠquesto	
 ﾠtipo	
 ﾠdi	
 ﾠintervento	
 ﾠsono	
 ﾠprincipalmente	
 ﾠ3:	
 ﾠ
-ﾭ‐  Baloon-ﾭ‐expandable	
 ﾠ Edwards	
 ﾠ SAPIEN:	
 ﾠ utilizzata	
 ﾠ nel	
 ﾠ metodo	
 ﾠ transapicale	
 ﾠ e	
 ﾠ
retrogrado.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Cribier-ﾭ‐Edwards	
 ﾠValve:	
 ﾠl’unica	
 ﾠvalvola	
 ﾠutilizzata	
 ﾠin	
 ﾠtutte	
 ﾠe	
 ﾠtre	
 ﾠle	
 ﾠmetodologie.	
 ﾠ
-ﾭ‐  CoreValve:	
 ﾠutilizzata	
 ﾠsolo	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠtecnica	
 ﾠretrograda.	
 ﾠ
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FIGURE 1
Antegrade technique 
The catheter is advanced via the femoral 
vein, traversing the interatrial septum and 
the mitral valve, and is positioned within 
the diseased aortic valve.
Advantages
Femoral vein accommodates the large 
  catheter sheath
Easy management of peripheral access 
  site
Disadvantages
Risk of mitral valve injury and severe 
  mitral valve regurgitation
Correctly positioning the prosthetic valve 
  can be challenging
This technique is no longer in use.
Retrograde or transfemoral technique 
The catheter is advanced to the stenotic 
aortic valve via the femoral artery.
Advantages
Faster, technically easier than antegrade 
  approach
Disadvantages
Potential for injury to the aortofemoral 
  vessels
Crossing the stenotic aortic valve can be 
  challenging
Transapical technique 
A valve delivery system is inserted via a small intercostal incision. 
The apex of the left ventricle is punctured, and the prosthetic valve is 
positioned within the stenotic aortic valve.
   Advantages
   Access to the stenotic valve is more direct
   Avoids potential complications of a large peripheral access site
   Disadvantages
   Potential for complications related to puncture of the left ventricle
   Requires general anesthesia and chest tubes
The aortic valve prosthesis is placed at mid-position in the patient’s aortic valve so as not to im-
pinge on the coronary ostia or to impede the motion of the anterior mitral leaﬂet (a). The prosthesis 
is deployed by inﬂating (b), rapidly deﬂating, and quickly withdrawing the delivery balloon (c).
Percutaneous aortic valve replacement is done via a retrograde, antegrade, or transapical approach. Each has its 
challenges. In all three approaches, the positioning of the prosthetic valve is determined by the patient’s native 
valvular structure and anatomy and is guided by ﬂuoroscopic imaging, supra-aortic angiography, and transesophageal 
echocardiography. Current prosthetic valves are made from equine or bovine pericardial tissue.
a c b
Figura	
 ﾠ1.:	
 ﾠTecniche	
 ﾠdi	
 ﾠsostituzione	
 ﾠvalvolare	
 ﾠpercutanea	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Tutte	
 ﾠe	
 ﾠtre	
 ﾠle	
 ﾠmetodologie	
 ﾠd’intervento	
 ﾠsono	
 ﾠmonitorate	
 ﾠmediante	
 ﾠla	
 ﾠregistrazione	
 ﾠdi	
 ﾠ
immagini	
 ﾠ fluoroscopiche,	
 ﾠ angiografie	
 ﾠ ed	
 ﾠ ecocardiografie	
 ﾠ esofagee	
 ﾠ al	
 ﾠ fine	
 ﾠ di	
 ﾠ evitare	
 ﾠ
traumi	
 ﾠindesiderati.	
 ﾠ
Oltre	
 ﾠ a	
 ﾠ questo	
 ﾠ tipo	
 ﾠ di	
 ﾠ intervento	
 ﾠ sostitutivo	
 ﾠ esiste	
 ﾠ un	
 ﾠ palliativo	
 ﾠ denominato	
 ﾠ
valvuloplastia	
 ﾠ con	
 ﾠ pallone	
 ﾠ espandibile	
 ﾠ che	
 ﾠ consiste	
 ﾠ nel	
 ﾠ posizionare	
 ﾠ un	
 ﾠ palloncino	
 ﾠ
sgonfio,	
 ﾠcon	
 ﾠl’aiuto	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠcatetere,	
 ﾠnella	
 ﾠzona	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠaortica	
 ﾠstenotica	
 ﾠe	
 ﾠgonfiarlo	
 ﾠal	
 ﾠ
fine	
 ﾠdi	
 ﾠallargare	
 ﾠl’orifizio.	
 ﾠQuesto	
 ﾠintervento	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠefficace	
 ﾠa	
 ﾠlungo	
 ﾠtermine,	
 ﾠma	
 ﾠviene	
 ﾠ
utilizzato	
 ﾠcome	
 ﾠprimo	
 ﾠstep	
 ﾠnell’inserimento	
 ﾠsuccessivo	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola.	
 ﾠInfatti	
 ﾠin	
 ﾠquesto	
 ﾠ
tipo	
 ﾠdi	
 ﾠintervento	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠnativa	
 ﾠnon	
 ﾠviene	
 ﾠrimossa	
 ﾠbensì	
 ﾠutilizzata	
 ﾠcome	
 ﾠappoggio	
 ﾠper	
 ﾠ
il	
 ﾠsostitutivo[14,15,16].	
 ﾠ
	
 ﾠ
1.3	
 ﾠVantaggi	
 ﾠe	
 ﾠsvantaggi	
 ﾠdei	
 ﾠdiversi	
 ﾠsostitutivi	
 ﾠvalvolari	
 ﾠ
La	
 ﾠquasi	
 ﾠtotalità	
 ﾠdei	
 ﾠcasi	
 ﾠodierni	
 ﾠdi	
 ﾠstenosi	
 ﾠaortica	
 ﾠè	
 ﾠtrattata	
 ﾠmediante	
 ﾠla	
 ﾠsostituzione	
 ﾠ
della	
 ﾠ valvola	
 ﾠ nativa	
 ﾠ con	
 ﾠ una	
 ﾠ protesi,	
 ﾠ sia	
 ﾠ essa	
 ﾠ biologica	
 ﾠ o	
 ﾠ meccanica,	
 ﾠ che	
 ﾠ dovrebbe	
 ﾠ
riprodurre	
 ﾠfedelmente	
 ﾠl’emodinamica	
 ﾠcorretta	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠvalvola	
 ﾠsana.	
 ﾠLa	
 ﾠpresenza	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠ
così	
 ﾠampia	
 ﾠgamma	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠsostitutive	
 ﾠè	
 ﾠdovuta	
 ﾠall’enorme	
 ﾠsoggettività	
 ﾠnella	
 ﾠscelta	
 ﾠ
della	
 ﾠcorretta	
 ﾠprotesi	
 ﾠsostitutiva.	
 ﾠLa	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠdi	
 ﾠquale	
 ﾠsostitutivo	
 ﾠsia	
 ﾠmigliore	
 ﾠper	
 ﾠ
uno	
 ﾠspecifico	
 ﾠpaziente	
 ﾠpassa	
 ﾠdalla	
 ﾠvalutazione	
 ﾠdi	
 ﾠmolteplici	
 ﾠfattori.	
 ﾠIl	
 ﾠprimo	
 ﾠdi	
 ﾠtutti	
 ﾠè	
 ﾠl’età	
 ﾠ
della	
 ﾠpersona.	
 ﾠLa	
 ﾠmaggior	
 ﾠparte	
 ﾠdei	
 ﾠcasi	
 ﾠdi	
 ﾠstenosi	
 ﾠè	
 ﾠda	
 ﾠattribuire	
 ﾠad	
 ﾠuna	
 ﾠfascia	
 ﾠdi	
 ﾠetà	
 ﾠ
superiore	
 ﾠai	
 ﾠ65	
 ﾠanni,	
 ﾠquesto	
 ﾠcomporta	
 ﾠrischi	
 ﾠmaggiori	
 ﾠad	
 ﾠoperazioni	
 ﾠa	
 ﾠcuore	
 ﾠaperto	
 ﾠe	
 ﾠ
inoltre,	
 ﾠ essendo	
 ﾠ la	
 ﾠ vita	
 ﾠ media	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ sostitutive	
 ﾠ biologiche	
 ﾠ di	
 ﾠ 15-ﾭ‐17	
 ﾠ anni,	
 ﾠ
comporterebbe	
 ﾠuna	
 ﾠprobabile	
 ﾠseconda	
 ﾠoperazione	
 ﾠad	
 ﾠun’età	
 ﾠancora	
 ﾠpiù	
 ﾠcritica	
 ﾠper	
 ﾠun	
 ﾠ
intervento	
 ﾠmassiccio.	
 ﾠAnche	
 ﾠse	
 ﾠle	
 ﾠvalvole	
 ﾠmeccaniche	
 ﾠsono	
 ﾠpraticamente	
 ﾠindistruttibili	
 ﾠ
esse	
 ﾠcostringono	
 ﾠad	
 ﾠun	
 ﾠtrattamento	
 ﾠanticoagulante	
 ﾠa	
 ﾠvita	
 ﾠil	
 ﾠquale	
 ﾠnon	
 ﾠazzera	
 ﾠcomunque	
 ﾠ
le	
 ﾠpossibilità	
 ﾠdel	
 ﾠverificarsi	
 ﾠdi	
 ﾠtromboembolia.	
 ﾠÈ	
 ﾠper	
 ﾠquesti	
 ﾠmotivi	
 ﾠche	
 ﾠper	
 ﾠuna	
 ﾠpersona	
 ﾠ
anziana	
 ﾠè	
 ﾠcomunque	
 ﾠpiù	
 ﾠindicato	
 ﾠl’impianto	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠbioprotesi.	
 ﾠ	
 ﾠ
Per	
 ﾠquanto	
 ﾠriguarda	
 ﾠinvece	
 ﾠil	
 ﾠproblema	
 ﾠsotto	
 ﾠil	
 ﾠpunto	
 ﾠdi	
 ﾠvista	
 ﾠpediatrico	
 ﾠla	
 ﾠquestione	
 ﾠda	
 ﾠ
tenere	
 ﾠin	
 ﾠdebito	
 ﾠconto	
 ﾠ	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠnecessità	
 ﾠche	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠcresca	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠbambino	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠ
evitare	
 ﾠcontinue	
 ﾠoperazioni.	
 ﾠAnche	
 ﾠin	
 ﾠquesti	
 ﾠcasi	
 ﾠè	
 ﾠmeglio	
 ﾠprocedere	
 ﾠcon	
 ﾠl’impianto	
 ﾠdi	
 ﾠ
bioprotesi.	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠsostituti	
 ﾠbiologici	
 ﾠsembrano	
 ﾠessere	
 ﾠmigliori	
 ﾠper	
 ﾠparecchi	
 ﾠmotivi,	
 ﾠoltre	
 ﾠa	
 ﾠquelli	
 ﾠgià	
 ﾠcitati	
 ﾠ
le	
 ﾠ bioprotesi	
 ﾠ non	
 ﾠ diminuiscono	
 ﾠ l’area	
 ﾠ dell’orifizio,	
 ﾠ non	
 ﾠ vanno	
 ﾠ incontro	
 ﾠ a	
 ﾠ missmatch,	
 ﾠ
ovvero	
 ﾠdifferenze	
 ﾠdi	
 ﾠdimensioni	
 ﾠtra	
 ﾠvalvola	
 ﾠe	
 ﾠorifizio,	
 ﾠalmeno	
 ﾠper	
 ﾠquanto	
 ﾠriguarda	
 ﾠle	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
valvole	
 ﾠ stentless;	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ le	
 ﾠ bioprotesi	
 ﾠ hanno	
 ﾠ parecchi	
 ﾠ punti	
 ﾠ di	
 ﾠ debolezza	
 ﾠ sul	
 ﾠ lungo	
 ﾠ
periodo:	
 ﾠ
-ﾭ‐  vanno	
 ﾠincontro	
 ﾠa	
 ﾠprocessi	
 ﾠdi	
 ﾠdeterioramento	
 ﾠ
-ﾭ‐  possono	
 ﾠprovocare	
 ﾠrigetto	
 ﾠa	
 ﾠcausa	
 ﾠdel	
 ﾠtessuto	
 ﾠestraneo	
 ﾠ	
 ﾠ
-ﾭ‐  possono	
 ﾠ innescare	
 ﾠ la	
 ﾠ calcificazione	
 ﾠ che	
 ﾠ porta	
 ﾠ a	
 ﾠ rigidità	
 ﾠ e	
 ﾠ perdita	
 ﾠ delle	
 ﾠ
caratteristiche	
 ﾠ meccaniche	
 ﾠ necessarie	
 ﾠ alla	
 ﾠ corretta	
 ﾠ riproduzione	
 ﾠ del	
 ﾠ flusso	
 ﾠ
ematico	
 ﾠ
-ﾭ‐  possono	
 ﾠessere	
 ﾠsede	
 ﾠd’infezione	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ
CAPITOLO	
 ﾠ2	
 ﾠ
	
 ﾠ
La	
 ﾠDecellularizzazione	
 ﾠ
	
 ﾠ
2.1	
 ﾠLa	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
Le	
 ﾠ valvole	
 ﾠ sostitutive	
 ﾠ biologiche	
 ﾠ di	
 ﾠ origine	
 ﾠ animale	
 ﾠ sono	
 ﾠ una	
 ﾠ scelta	
 ﾠ vincente	
 ﾠ per	
 ﾠ il	
 ﾠ
trattamento	
 ﾠ di	
 ﾠ stenosi	
 ﾠ e	
 ﾠ in	
 ﾠ generale	
 ﾠ di	
 ﾠ valvulopatie.	
 ﾠ In	
 ﾠ primo	
 ﾠ luogo	
 ﾠ sono	
 ﾠ facile	
 ﾠ da	
 ﾠ
reperire	
 ﾠe	
 ﾠnon	
 ﾠnecessitano	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠlunga	
 ﾠconservazione	
 ﾠin	
 ﾠprevidenza	
 ﾠdi	
 ﾠessere	
 ﾠutilizzate.	
 ﾠ
Sono	
 ﾠfacili	
 ﾠda	
 ﾠimpiantare	
 ﾠgrazie	
 ﾠalla	
 ﾠloro	
 ﾠforma	
 ﾠche	
 ﾠricalca	
 ﾠabbastanza	
 ﾠfedelmente	
 ﾠquella	
 ﾠ
di	
 ﾠvalvole	
 ﾠdi	
 ﾠcuore	
 ﾠumano	
 ﾠe,	
 ﾠsempre	
 ﾠper	
 ﾠquesto	
 ﾠmotivo,	
 ﾠhanno	
 ﾠun	
 ﾠcomportamento	
 ﾠdal	
 ﾠ
punto	
 ﾠ di	
 ﾠ vista	
 ﾠ emodinamico	
 ﾠ molto	
 ﾠ simile	
 ﾠ alle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ native.	
 ﾠ La	
 ﾠ particolarità	
 ﾠ delle	
 ﾠ
valvole	
 ﾠè	
 ﾠche	
 ﾠsono	
 ﾠcaratterizzate	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠstruttura	
 ﾠrigida	
 ﾠdi	
 ﾠelementi	
 ﾠcostitutivi	
 ﾠdella	
 ﾠ
matrice	
 ﾠ extracellulare	
 ﾠ e	
 ﾠ questa	
 ﾠ rimane	
 ﾠ invariata	
 ﾠ tra	
 ﾠ le	
 ﾠ varie	
 ﾠ specie.	
 ﾠ Tutto	
 ﾠ questo	
 ﾠ le	
 ﾠ
rende	
 ﾠottime	
 ﾠcandidate	
 ﾠad	
 ﾠun	
 ﾠtrapianto.	
 ﾠCiò	
 ﾠche	
 ﾠtuttavia	
 ﾠresta	
 ﾠimportante	
 ﾠda	
 ﾠtenere	
 ﾠin	
 ﾠ
considerazione	
 ﾠ sono	
 ﾠ le	
 ﾠ cellule	
 ﾠ dell’individuo	
 ﾠ donatore	
 ﾠ e	
 ﾠ gli	
 ﾠ antigeni	
 ﾠ xenogenici	
 ﾠ che	
 ﾠ
caratterizzano	
 ﾠlo	
 ﾠscaffold.	
 ﾠÈ	
 ﾠimportante	
 ﾠper	
 ﾠdiminuire	
 ﾠla	
 ﾠrisposta	
 ﾠimmunitaria	
 ﾠed	
 ﾠun	
 ﾠ
eventuale	
 ﾠrigetto	
 ﾠtrattare	
 ﾠquesti	
 ﾠtessuti	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠeliminare	
 ﾠogni	
 ﾠtraccia	
 ﾠgenetica	
 ﾠdel	
 ﾠ
donatore	
 ﾠlasciando	
 ﾠperò	
 ﾠintatta	
 ﾠla	
 ﾠstruttura	
 ﾠe	
 ﾠle	
 ﾠfunzionalità	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola.	
 ﾠI	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠ
di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ permettono	
 ﾠ di	
 ﾠ eliminare	
 ﾠ la	
 ﾠ maggior	
 ﾠ parte	
 ﾠ del	
 ﾠ materiale	
 ﾠ che	
 ﾠ
potrebbe	
 ﾠprovocare	
 ﾠuna	
 ﾠrisposta	
 ﾠimmunitaria	
 ﾠnel	
 ﾠricevente.	
 ﾠQuesti	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠpossono	
 ﾠ
essere	
 ﾠdiversi:	
 ﾠ
-ﾭ‐  I	
 ﾠ metodi	
 ﾠ fisici	
 ﾠ costituiscono	
 ﾠ solitamente	
 ﾠ la	
 ﾠ prima	
 ﾠ fase	
 ﾠ della	
 ﾠ
decellularizzazione.	
 ﾠ Tra	
 ﾠ questi	
 ﾠ ci	
 ﾠ sono	
 ﾠ il	
 ﾠ congelamento,	
 ﾠ che	
 ﾠ provoca	
 ﾠ la	
 ﾠ lisi	
 ﾠ
delle	
 ﾠcellule	
 ﾠma	
 ﾠrischia	
 ﾠanche	
 ﾠdi	
 ﾠintaccare	
 ﾠla	
 ﾠstruttura	
 ﾠdell’ECM;	
 ﾠla	
 ﾠpressione	
 ﾠ
meccanica	
 ﾠ che	
 ﾠ viene	
 ﾠ utilizzata	
 ﾠ però	
 ﾠ solo	
 ﾠ in	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ non	
 ﾠ troppo	
 ﾠ complessi,	
 ﾠ
l’agitazione	
 ﾠmeccanica	
 ﾠed	
 ﾠinfine	
 ﾠla	
 ﾠsonicazione.	
 ﾠ
-ﾭ‐  I	
 ﾠmetodi	
 ﾠchimici	
 ﾠprevedono	
 ﾠinvece	
 ﾠl’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠacidi	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠsolubilizzare	
 ﾠgli	
 ﾠ
organelli	
 ﾠcitoplasmatici	
 ﾠe	
 ﾠrimuovere	
 ﾠgli	
 ﾠacidi	
 ﾠnucleici,	
 ﾠoppure	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti,	
 ﾠ
che,	
 ﾠessendo	
 ﾠfulcro	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio,	
 ﾠverranno	
 ﾠapprofonditi	
 ﾠnella	
 ﾠprossima	
 ﾠ
sezione.	
 ﾠQueste	
 ﾠsostanze	
 ﾠsono	
 ﾠin	
 ﾠgenere	
 ﾠmolto	
 ﾠefficienti	
 ﾠtuttavia	
 ﾠalterano	
 ﾠe	
 ﾠ
distruggono	
 ﾠla	
 ﾠstruttura	
 ﾠdei	
 ﾠGAGs,	
 ﾠelemento	
 ﾠfondamentale.	
 ﾠTra	
 ﾠgli	
 ﾠacidi	
 ﾠpiù	
 ﾠ
utilizzati	
 ﾠci	
 ﾠsono	
 ﾠl’acido	
 ﾠacetico,	
 ﾠl’acido	
 ﾠcloridrico,	
 ﾠl’acido	
 ﾠsolforico,	
 ﾠl’idrossido	
 ﾠ
di	
 ﾠ ammonio	
 ﾠ e	
 ﾠ l’acido	
 ﾠ paracetico.	
 ﾠ Quest’ultimo	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ studiato	
 ﾠ per	
 ﾠ il	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
trattamento	
 ﾠdi	
 ﾠscaffold	
 ﾠdi	
 ﾠorigine	
 ﾠporcina	
 ﾠcon	
 ﾠottimi	
 ﾠrisultati:	
 ﾠesso	
 ﾠnon	
 ﾠaltera	
 ﾠ
la	
 ﾠstruttura	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠmeccanica	
 ﾠdel	
 ﾠsostituto	
 ﾠvalvolare	
 ﾠe	
 ﾠlascia	
 ﾠintatti	
 ﾠi	
 ﾠfattori	
 ﾠdi	
 ﾠ
crescita.	
 ﾠ
-ﾭ‐  I	
 ﾠ metodi	
 ﾠ enzimatici	
 ﾠ infine	
 ﾠ prevedono	
 ﾠ di	
 ﾠ utilizzare	
 ﾠ enzimi	
 ﾠ come	
 ﾠ tripsina	
 ﾠ o	
 ﾠ
endonucleasi	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠcatalizzare	
 ﾠla	
 ﾠseparazione	
 ﾠtra	
 ﾠcomponenti	
 ﾠcellulare	
 ﾠe	
 ﾠ
matrice	
 ﾠextracellulare	
 ﾠe	
 ﾠdi	
 ﾠeliminare	
 ﾠtracce	
 ﾠdi	
 ﾠacidi	
 ﾠnucleici.	
 ﾠ
Una	
 ﾠcaratteristica	
 ﾠfondamentale	
 ﾠper	
 ﾠun	
 ﾠtrattamento	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠnecessità	
 ﾠche	
 ﾠ
esso	
 ﾠnon	
 ﾠsia	
 ﾠcitotossico,	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠpermettere	
 ﾠalle	
 ﾠcellule	
 ﾠdell’ospite	
 ﾠdi	
 ﾠripopolare	
 ﾠla	
 ﾠ
valvola.	
 ﾠ Questo	
 ﾠ rischio	
 ﾠ si	
 ﾠ presenta	
 ﾠ soprattutto	
 ﾠ nell’utilizzo	
 ﾠ di	
 ﾠ mezzi	
 ﾠ chimici	
 ﾠ ed	
 ﾠ
enzimatici;	
 ﾠ la	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ agenti	
 ﾠ chimici	
 ﾠ e	
 ﾠ di	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ
extracellulare	
 ﾠpuò	
 ﾠportare	
 ﾠnon	
 ﾠsolo	
 ﾠa	
 ﾠvelocizzare	
 ﾠil	
 ﾠprocesso	
 ﾠdi	
 ﾠcalcificazione,	
 ﾠma	
 ﾠanche	
 ﾠ
ad	
 ﾠuna	
 ﾠnon	
 ﾠcompleta	
 ﾠaccettazione	
 ﾠdello	
 ﾠscaffold	
 ﾠda	
 ﾠparte	
 ﾠdell’ospite.	
 ﾠPer	
 ﾠquesto	
 ﾠmotivo	
 ﾠè	
 ﾠ
necessario	
 ﾠche	
 ﾠun	
 ﾠtrattamento	
 ﾠdecellularizzante	
 ﾠpreveda	
 ﾠuna	
 ﾠserie	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠ
rimuovere	
 ﾠle	
 ﾠspecie	
 ﾠchimiche	
 ﾠcitotossiche[17,18,19].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
2.2	
 ﾠLa	
 ﾠfissazione	
 ﾠcon	
 ﾠglutaraldeide	
 ﾠ
Le	
 ﾠcause	
 ﾠprincipali	
 ﾠdi	
 ﾠfailure	
 ﾠdelle	
 ﾠprotesi	
 ﾠvalvolari	
 ﾠsono	
 ﾠil	
 ﾠrigetto,	
 ﾠdovuto	
 ﾠa	
 ﾠmissmatch,	
 ﾠ
patogeni	
 ﾠxenogeniche	
 ﾠe	
 ﾠaltri	
 ﾠfattori,	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠdurata	
 ﾠlimitata	
 ﾠdell’integrità	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola.	
 ﾠPer	
 ﾠ
ovviare	
 ﾠa	
 ﾠquesti	
 ﾠproblemi	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠstudiati	
 ﾠdifferenti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠtrattamento	
 ﾠe	
 ﾠfissaggio	
 ﾠ
della	
 ﾠ valvola.	
 ﾠ Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ fino	
 ﾠ ad	
 ﾠ ora	
 ﾠ utilizzato	
 ﾠ e	
 ﾠ che	
 ﾠ ottiene	
 ﾠ risultati	
 ﾠ migliori	
 ﾠ è	
 ﾠ il	
 ﾠ
trattamento	
 ﾠdella	
 ﾠprotesi	
 ﾠcon	
 ﾠglutaraldeide.	
 ﾠQuesta	
 ﾠdialdeide	
 ﾠviene	
 ﾠutilizzata	
 ﾠassieme	
 ﾠ
alla	
 ﾠformaldeide	
 ﾠperché	
 ﾠsterilizza	
 ﾠe	
 ﾠriduce	
 ﾠdi	
 ﾠmolto	
 ﾠl’antigenicità	
 ﾠdel	
 ﾠtessuto	
 ﾠtrattato,	
 ﾠ
diminuendo	
 ﾠcosì	
 ﾠla	
 ﾠrisposta	
 ﾠimmunitaria	
 ﾠdell’ospite.	
 ﾠOltre	
 ﾠa	
 ﾠciò	
 ﾠil	
 ﾠfissaggio	
 ﾠmediante	
 ﾠ
glutaraldeide	
 ﾠfa	
 ﾠresistere	
 ﾠmaggiormente	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠallo	
 ﾠstress	
 ﾠdi	
 ﾠtipo	
 ﾠmeccanico	
 ﾠa	
 ﾠcui	
 ﾠè	
 ﾠ
sottoposta	
 ﾠin	
 ﾠvivo.	
 ﾠL’efficacia	
 ﾠdella	
 ﾠglutaraldeide	
 ﾠcome	
 ﾠfissativo	
 ﾠrisiede	
 ﾠnella	
 ﾠsua	
 ﾠcapacità	
 ﾠ
di	
 ﾠcreare	
 ﾠcross-ﾭ‐linking	
 ﾠcon	
 ﾠlegami	
 ﾠcovalenti	
 ﾠin	
 ﾠdue	
 ﾠmodi:	
 ﾠ
-ﾭ‐creando	
 ﾠbasi	
 ﾠdi	
 ﾠSchiff	
 ﾠlegando	
 ﾠgruppi	
 ﾠaldeidici	
 ﾠcon	
 ﾠi	
 ﾠgruppi	
 ﾠamminici	
 ﾠdella	
 ﾠlisina	
 ﾠ
e	
 ﾠdell’idrossilisina	
 ﾠdel	
 ﾠcollagene;	
 ﾠ
-ﾭ‐mediante	
 ﾠ polimerizzazione	
 ﾠ in	
 ﾠ particolare	
 ﾠ grazie	
 ﾠ alla	
 ﾠ condensazione	
 ﾠ di	
 ﾠ due	
 ﾠ
gruppi	
 ﾠaldeidici.	
 ﾠ
Uno	
 ﾠ dei	
 ﾠ lati	
 ﾠ negativi	
 ﾠ dell’utilizzo	
 ﾠ della	
 ﾠ glutaraldeide	
 ﾠ è	
 ﾠ che	
 ﾠ il	
 ﾠ trattamento	
 ﾠ con	
 ﾠ essa	
 ﾠ
indurisce	
 ﾠla	
 ﾠvalvola	
 ﾠalterandone	
 ﾠleggermente	
 ﾠle	
 ﾠproprietà	
 ﾠmeccaniche;	
 ﾠtuttavia	
 ﾠil	
 ﾠcontro	
 ﾠ
più	
 ﾠrivelante	
 ﾠnel	
 ﾠtrattamento	
 ﾠfissativo	
 ﾠcon	
 ﾠglutaraldeide	
 ﾠrimane	
 ﾠil	
 ﾠdecadimento	
 ﾠdelle	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
aldeidi	
 ﾠ che	
 ﾠ non	
 ﾠ hanno	
 ﾠ reagito	
 ﾠ le	
 ﾠ quali	
 ﾠ concorrono	
 ﾠ all’insorgere	
 ﾠ del	
 ﾠ fenomeno	
 ﾠ di	
 ﾠ
calcificazione[22,24].	
 ﾠ
	
 ﾠ Per	
 ﾠquanti	
 ﾠriguarda	
 ﾠi	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠfissaggio	
 ﾠfino	
 ﾠa	
 ﾠqualche	
 ﾠtempo	
 ﾠfa	
 ﾠveniva	
 ﾠutilizzato	
 ﾠ
solo	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠad	
 ﾠalta	
 ﾠpressione,	
 ﾠsolo	
 ﾠrecentemente	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠmessi	
 ﾠa	
 ﾠpunto	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠ
fissaggio	
 ﾠ a	
 ﾠ bassa	
 ﾠ pressione	
 ﾠ di	
 ﾠ tipo	
 ﾠ dinamico	
 ﾠ (ovvero	
 ﾠ con	
 ﾠ una	
 ﾠ pressione	
 ﾠ di	
 ﾠ 4mmHg).	
 ﾠ
Questi	
 ﾠ metodi	
 ﾠ garantiscono	
 ﾠ migliori	
 ﾠ risultati	
 ﾠ in	
 ﾠ quanto	
 ﾠ preservano	
 ﾠ meglio	
 ﾠ le	
 ﾠ
caratteristiche	
 ﾠ strutturali	
 ﾠ in	
 ﾠ particolar	
 ﾠ modo	
 ﾠ del	
 ﾠ collagene	
 ﾠ ed	
 ﾠ inoltre	
 ﾠ utilizzano	
 ﾠ una	
 ﾠ
minor	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠglutaraldeide,	
 ﾠdiminuendo	
 ﾠil	
 ﾠrischio	
 ﾠdi	
 ﾠcalcificazione[23,25,26].	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ	
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 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠFigura	
 ﾠ2.0.1:	
 ﾠCross-ﾭ‐linking	
 ﾠtra	
 ﾠglutaraldeide	
 ﾠe	
 ﾠcollagene	
 ﾠ
	
 ﾠ
2.3	
 ﾠLa	
 ﾠCalcificazione	
 ﾠ
Uno	
 ﾠ dei	
 ﾠ fattori	
 ﾠ che	
 ﾠ determinano	
 ﾠ la	
 ﾠ degradazione	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ biologiche,	
 ﾠ è	
 ﾠ la	
 ﾠ
calcificazione.	
 ﾠQuesto	
 ﾠfenomeno	
 ﾠè	
 ﾠdefinito	
 ﾠcome	
 ﾠla	
 ﾠmassiccia	
 ﾠdeposizione	
 ﾠdi	
 ﾠsali	
 ﾠdi	
 ﾠcalcio	
 ﾠ
nei	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ impiantati	
 ﾠ che	
 ﾠ provoca	
 ﾠ irrigidimento	
 ﾠ dei	
 ﾠ lembi	
 ﾠ valvolari.	
 ﾠ La	
 ﾠ perdita	
 ﾠ di	
 ﾠ
flessibilità	
 ﾠ è	
 ﾠ un	
 ﾠ fattore	
 ﾠ determinante	
 ﾠ nell’insorgenza	
 ﾠ del	
 ﾠ malfunzionamento	
 ﾠ della	
 ﾠ
valvola.	
 ﾠ Questo	
 ﾠ processo	
 ﾠ si	
 ﾠ verifica,	
 ﾠ di	
 ﾠ consueto,	
 ﾠ in	
 ﾠ valvole	
 ﾠ biologiche	
 ﾠ fissate	
 ﾠ con	
 ﾠ
glutaraldeide	
 ﾠdopo	
 ﾠ10	
 ﾠanni	
 ﾠdall’impianto:	
 ﾠi	
 ﾠgruppi	
 ﾠaldeidici	
 ﾠche	
 ﾠrimangono	
 ﾠliberi,	
 ﾠovvero	
 ﾠ
che	
 ﾠnon	
 ﾠformano	
 ﾠcross-ﾭ‐linking	
 ﾠper	
 ﾠmigliorare	
 ﾠl’adesione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola	
 ﾠall’orifizio,	
 ﾠnon	
 ﾠ
solo	
 ﾠsono	
 ﾠtossici,	
 ﾠma	
 ﾠrisultano	
 ﾠanche	
 ﾠfacilmente	
 ﾠattaccabili	
 ﾠda	
 ﾠioni	
 ﾠcalcio	
 ﾠliberi.	
 ﾠQuesta	
 ﾠ
reazione	
 ﾠporta	
 ﾠalla	
 ﾠformazione	
 ﾠdi	
 ﾠaggregati	
 ﾠcristallini	
 ﾠdi	
 ﾠfosfato	
 ﾠdi	
 ﾠcalcio	
 ﾠche	
 ﾠpossono	
 ﾠ
incorporare	
 ﾠ sodio,	
 ﾠ magnesio	
 ﾠ e	
 ﾠ carbonato.	
 ﾠ Molti	
 ﾠ altri	
 ﾠ fissativi	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ testati	
 ﾠ per	
 ﾠ
ovviare	
 ﾠ al	
 ﾠ problema,	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ nessun	
 ﾠ di	
 ﾠ questi	
 ﾠ ottiene	
 ﾠ risultati	
 ﾠ migliori	
 ﾠ della	
 ﾠ
glutaraldeide.	
 ﾠOltre	
 ﾠalla	
 ﾠpresenza	
 ﾠdi	
 ﾠfissativi	
 ﾠla	
 ﾠcalcificazione	
 ﾠpuò	
 ﾠessere	
 ﾠcausata	
 ﾠanche	
 ﾠ
da	
 ﾠ altri	
 ﾠ fattori.	
 ﾠ La	
 ﾠ criopreservazione,	
 ﾠ lo	
 ﾠ stress	
 ﾠ meccanico	
 ﾠ del	
 ﾠ fissaggio	
 ﾠ e	
 ﾠ del	
 ﾠ
funzionamento	
 ﾠcostante	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠrisposta	
 ﾠimmunitaria	
 ﾠdanneggiano	
 ﾠle	
 ﾠfibre	
 ﾠdi	
 ﾠcollagene	
 ﾠe	
 ﾠin	
 ﾠ
l’ECM	
 ﾠ della	
 ﾠ protesi	
 ﾠ biologica	
 ﾠ favorendo	
 ﾠ la	
 ﾠ formazione	
 ﾠ di	
 ﾠ punti	
 ﾠ deboli	
 ﾠ facilmente	
 ﾠ
attaccabili[20,21].	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
2.3.1	
 ﾠPrevenzione	
 ﾠ
Le	
 ﾠ diverse	
 ﾠ cause	
 ﾠ sopra	
 ﾠ descritte,	
 ﾠ deteriorano	
 ﾠ il	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ della	
 ﾠ valvola	
 ﾠ biologica,	
 ﾠ
costringendo	
 ﾠil	
 ﾠricevente	
 ﾠad	
 ﾠuna	
 ﾠulteriore	
 ﾠsostituzione.	
 ﾠDa	
 ﾠqui	
 ﾠquindi	
 ﾠla	
 ﾠnecessità	
 ﾠdi	
 ﾠ
trovare	
 ﾠmetodi	
 ﾠper	
 ﾠprevenire	
 ﾠla	
 ﾠcalcificazione.	
 ﾠ	
 ﾠ
Le	
 ﾠ tecniche	
 ﾠ attualmente	
 ﾠ in	
 ﾠ uso	
 ﾠ sono	
 ﾠ tre:	
 ﾠ la	
 ﾠ terapia	
 ﾠ sistemica	
 ﾠ con	
 ﾠ agenti	
 ﾠ
anticalcificanti,	
 ﾠ la	
 ﾠ terapia	
 ﾠ locale	
 ﾠ con	
 ﾠ dispositivi	
 ﾠ impiantabili	
 ﾠ di	
 ﾠ somministrazione	
 ﾠ di	
 ﾠ
farmaci	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠmodificazione	
 ﾠdei	
 ﾠbiomateriale	
 ﾠusati	
 ﾠcome	
 ﾠla	
 ﾠrimozione	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠcomponente	
 ﾠ
calcificabile,	
 ﾠl’aggiunta	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠagente	
 ﾠesogeno,	
 ﾠo	
 ﾠl’alterazione	
 ﾠchimica[21].	
 ﾠ
Il	
 ﾠmetodo	
 ﾠdi	
 ﾠsomministrazione	
 ﾠdi	
 ﾠanticalcificanti	
 ﾠè	
 ﾠefficace	
 ﾠtuttavia	
 ﾠallo	
 ﾠstesso	
 ﾠtempo	
 ﾠ
provoca	
 ﾠeffetti	
 ﾠcollaterali	
 ﾠdi	
 ﾠimportanza	
 ﾠrilevante:	
 ﾠil	
 ﾠtrattamento	
 ﾠinibisce	
 ﾠla	
 ﾠformazione	
 ﾠ
fisiologica	
 ﾠ delle	
 ﾠ ossa.	
 ﾠ Per	
 ﾠ questo	
 ﾠ motivo	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ studiati	
 ﾠ ad	
 ﾠ esempio	
 ﾠ i	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ
impianto	
 ﾠ di	
 ﾠ somministratori	
 ﾠ di	
 ﾠ farmaci	
 ﾠ nella	
 ﾠ zona	
 ﾠ della	
 ﾠ protesi,	
 ﾠ così	
 ﾠ da	
 ﾠ limitarne	
 ﾠ
l’effetto.	
 ﾠ Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ migliore	
 ﾠ sarebbe	
 ﾠ chiaramente	
 ﾠ il	
 ﾠ trattamento	
 ﾠ del	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ
direttamente,	
 ﾠattraverso	
 ﾠl’eliminazione	
 ﾠdell’elemento	
 ﾠcalcificante	
 ﾠo	
 ﾠl’inserzione	
 ﾠdi	
 ﾠagenti	
 ﾠ
inibitori.	
 ﾠ	
 ﾠ
Recentemente	
 ﾠla	
 ﾠFood	
 ﾠAn	
 ﾠDrug	
 ﾠAdministration	
 ﾠ(FDA)	
 ﾠha	
 ﾠapprovato	
 ﾠl’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠinibitori	
 ﾠ
della	
 ﾠformazione	
 ﾠdi	
 ﾠidrossiapatite,	
 ﾠsostanze	
 ﾠche	
 ﾠimpediscono	
 ﾠla	
 ﾠformazione	
 ﾠdi	
 ﾠcristalli	
 ﾠdi	
 ﾠ
calcio[20,21].	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
2.4	
 ﾠI	
 ﾠDetergenti	
 ﾠutilizzati	
 ﾠnella	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
I	
 ﾠdetergenti	
 ﾠsono	
 ﾠmolecole	
 ﾠanfipatiche	
 ﾠappartenenti	
 ﾠalla	
 ﾠclasse	
 ﾠdei	
 ﾠcomposti	
 ﾠsurfattanti.	
 ﾠ
Questi	
 ﾠsono	
 ﾠagenti	
 ﾠtensioattivi	
 ﾠin	
 ﾠgrado	
 ﾠdi	
 ﾠridurre	
 ﾠla	
 ﾠtensione	
 ﾠsuperficiale	
 ﾠall’interfaccia	
 ﾠ
tra	
 ﾠdue	
 ﾠo	
 ﾠpiù	
 ﾠmiscele	
 ﾠfacilitando	
 ﾠla	
 ﾠmiscibilità	
 ﾠtra	
 ﾠdiversi	
 ﾠliquidi,	
 ﾠla	
 ﾠbagnabilità	
 ﾠdi	
 ﾠalcune	
 ﾠ
superfici	
 ﾠ e	
 ﾠ la	
 ﾠ solubilizzazione	
 ﾠ di	
 ﾠ sostanze	
 ﾠ altrimenti	
 ﾠ apolari.	
 ﾠ I	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ sono	
 ﾠ
caratterizzati	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠporzione	
 ﾠpolare	
 ﾠ(la	
 ﾠtesta)	
 ﾠe	
 ﾠuna	
 ﾠlunga	
 ﾠcatena	
 ﾠidrofobica.	
 ﾠGrazie	
 ﾠalla	
 ﾠ
natura	
 ﾠ idrofobica	
 ﾠ delle	
 ﾠ loro	
 ﾠ code,	
 ﾠ le	
 ﾠ molecole	
 ﾠ di	
 ﾠ detergente,	
 ﾠ se	
 ﾠ poste	
 ﾠ in	
 ﾠ sostanze	
 ﾠ
acquose,	
 ﾠ creano	
 ﾠ degli	
 ﾠ aggregati	
 ﾠ dette	
 ﾠ micelle	
 ﾠ mettendo	
 ﾠ a	
 ﾠ contatto	
 ﾠ la	
 ﾠ loro	
 ﾠ parte	
 ﾠ
idrofobica	
 ﾠ e	
 ﾠ lasciando	
 ﾠ all’esterno	
 ﾠ la	
 ﾠ parte	
 ﾠ polare	
 ﾠ che	
 ﾠ interagisce	
 ﾠ con	
 ﾠ l’ambiente	
 ﾠ
circostante.	
 ﾠI	
 ﾠdetergenti	
 ﾠvengono	
 ﾠutilizzati	
 ﾠsia	
 ﾠnello	
 ﾠstudio	
 ﾠdelle	
 ﾠmembrane	
 ﾠcellulari	
 ﾠsia	
 ﾠ
come	
 ﾠ metodi	
 ﾠ chimici	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione.	
 ﾠ Essi	
 ﾠ sono	
 ﾠ in	
 ﾠ gradi	
 ﾠ di	
 ﾠ solubilizzare	
 ﾠ le	
 ﾠ
membrane	
 ﾠcellulari	
 ﾠlimitando	
 ﾠil	
 ﾠcompattamento	
 ﾠdel	
 ﾠdoppio	
 ﾠstrato	
 ﾠfosfolipidico	
 ﾠe	
 ﾠagendo	
 ﾠ
su	
 ﾠdiverse	
 ﾠinterazioni	
 ﾠtra	
 ﾠlipidi	
 ﾠe	
 ﾠproteine.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
I	
 ﾠdetergenti	
 ﾠsi	
 ﾠdividono	
 ﾠin	
 ﾠdue	
 ﾠgrandi	
 ﾠclassi:	
 ﾠ
-ﾭ‐  I	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ non	
 ﾠ ionici	
 ﾠ non	
 ﾠ presentano	
 ﾠ cariche	
 ﾠ sulla	
 ﾠ testa	
 ﾠ polare,	
 ﾠ agiscono	
 ﾠ
rompendo	
 ﾠi	
 ﾠlegami	
 ﾠlipide-ﾭ‐lipide	
 ﾠe	
 ﾠlipide-ﾭ‐proteina,	
 ﾠma	
 ﾠnon	
 ﾠproteina-ﾭ‐proteina	
 ﾠe	
 ﾠ
questo	
 ﾠ risulta	
 ﾠ avere	
 ﾠ un	
 ﾠ meno	
 ﾠ aggressivo	
 ﾠ nei	
 ﾠ confronti	
 ﾠ della	
 ﾠ matrice	
 ﾠ
extracellulare.	
 ﾠUno	
 ﾠdei	
 ﾠdetergenti	
 ﾠnon	
 ﾠionici	
 ﾠpiù	
 ﾠutilizzato	
 ﾠè	
 ﾠil	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠ
che,	
 ﾠ anche	
 ﾠ se	
 ﾠ richiede	
 ﾠ trattamenti	
 ﾠ molto	
 ﾠ lunghi,	
 ﾠ permette	
 ﾠ di	
 ﾠ rimuovere	
 ﾠ
materiale	
 ﾠcellulare	
 ﾠin	
 ﾠmaniera	
 ﾠmolto	
 ﾠefficace	
 ﾠalterando	
 ﾠsolo	
 ﾠGAGs,	
 ﾠlaminina	
 ﾠe	
 ﾠ
fibronectina.	
 ﾠLo	
 ﾠstudio	
 ﾠdell’azione	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠdetergente	
 ﾠha	
 ﾠevidenziato	
 ﾠche	
 ﾠ
agisce	
 ﾠ efficacemente	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ non	
 ﾠ rimuove	
 ﾠ completamente	
 ﾠ il	
 ﾠ materiale	
 ﾠ
cellulare	
 ﾠin	
 ﾠparete	
 ﾠaortica	
 ﾠe	
 ﾠmiocardica[17].	
 ﾠ	
 ﾠ
-ﾭ‐  I	
 ﾠdetergenti	
 ﾠionici	
 ﾠsono	
 ﾠcaratterizzate	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠtesta	
 ﾠpolare	
 ﾠcarica.	
 ﾠQuesta	
 ﾠpuò	
 ﾠ
essere	
 ﾠ negativa	
 ﾠ (anionici),	
 ﾠ positiva	
 ﾠ (cationici),	
 ﾠ o	
 ﾠ di	
 ﾠ entrambe	
 ﾠ le	
 ﾠ nature	
 ﾠ
(zwitterionici).	
 ﾠQuesti	
 ﾠdetergenti	
 ﾠagiscono	
 ﾠmolto	
 ﾠbene	
 ﾠnel	
 ﾠ“digerire”	
 ﾠmateriale	
 ﾠ
cellulare	
 ﾠe	
 ﾠnucleare,	
 ﾠtuttavia	
 ﾠrompendo	
 ﾠlegami	
 ﾠproteina-ﾭ‐proteina	
 ﾠdenaturano	
 ﾠ
la	
 ﾠstruttura	
 ﾠdello	
 ﾠscaffold.	
 ﾠTra	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠionici	
 ﾠpiù	
 ﾠcomuni	
 ﾠci	
 ﾠsono	
 ﾠSDS,	
 ﾠDOC,	
 ﾠ
TDOC	
 ﾠe	
 ﾠCOL.	
 ﾠ	
 ﾠ
Un	
 ﾠparametro	
 ﾠmolto	
 ﾠimportante	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠscelta	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠdetergente	
 ﾠda	
 ﾠimpiegare	
 ﾠnel	
 ﾠmetodo	
 ﾠ
di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ è	
 ﾠ la	
 ﾠ Concentrazione	
 ﾠ Micellare	
 ﾠ Critica	
 ﾠ (CMC).	
 ﾠ Si	
 ﾠ tratta	
 ﾠ della	
 ﾠ
concentrazione	
 ﾠdi	
 ﾠsurfattante	
 ﾠalla	
 ﾠquale	
 ﾠogni	
 ﾠmonomero	
 ﾠdi	
 ﾠcomposto	
 ﾠinizia	
 ﾠil	
 ﾠprocesso	
 ﾠ
verso	
 ﾠ lo	
 ﾠ sviluppo	
 ﾠ delle	
 ﾠ micelle.	
 ﾠ Queste	
 ﾠ strutture	
 ﾠ sono	
 ﾠ sottoposte	
 ﾠ a	
 ﾠ cicli	
 ﾠ continui	
 ﾠ di	
 ﾠ
assemblaggio	
 ﾠe	
 ﾠdisassemblaggio,	
 ﾠpresentano	
 ﾠun	
 ﾠdiametro	
 ﾠdi	
 ﾠpochi	
 ﾠnanometri	
 ﾠe	
 ﾠun	
 ﾠpeso	
 ﾠ
molecolare	
 ﾠinferiore	
 ﾠai	
 ﾠ100kDa.	
 ﾠIl	
 ﾠCMC	
 ﾠè	
 ﾠun	
 ﾠparametro	
 ﾠessenziale	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠdefinisce	
 ﾠla	
 ﾠ
concentrazione	
 ﾠminima	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠnecessaria	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠsolubilizzazione	
 ﾠdelle	
 ﾠmembrane	
 ﾠ
cellulari.	
 ﾠ Questo	
 ﾠ parametro	
 ﾠ varia	
 ﾠ al	
 ﾠ variare	
 ﾠ della	
 ﾠ lunghezza	
 ﾠ delle	
 ﾠ code	
 ﾠ idrofobiche	
 ﾠ e	
 ﾠ
della	
 ﾠloro	
 ﾠcomposizione,	
 ﾠin	
 ﾠparticolare	
 ﾠla	
 ﾠCMC	
 ﾠdiminuisce	
 ﾠall’aumentare	
 ﾠdell’idrofobicità	
 ﾠ
delle	
 ﾠcode[27,28,29,36].	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠdetergenti	
 ﾠionici	
 ﾠprincipalmente	
 ﾠusati	
 ﾠin	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠsono:	
 ﾠ
	
 ﾠ •  Formula:	
 ﾠC24H39NaO4	
 ﾠ
Nome:	
 ﾠ Deossicolato	
 ﾠ di	
 ﾠ Sodio	
 ﾠ
Peso:	
 ﾠ414.55	
 ﾠ
Tipo	
 ﾠ Detergente:	
 ﾠ Ionico	
 ﾠ
(Anionico)	
 ﾠ
CMC	
 ﾠ(20-ﾭ‐25°C):	
 ﾠ2-ﾭ‐6	
 ﾠmM	
 ﾠ	
 ﾠ
Solubilità	
 ﾠin	
 ﾠH2O:	
 ﾠ20	
 ﾠμM	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
	
 ﾠ •  Formula:	
 ﾠC26H44NO6SNa	
 ﾠ
Nome:	
 ﾠ Taurodeossicolato	
 ﾠ di	
 ﾠ
sodio	
 ﾠ
Peso:	
 ﾠ521.69	
 ﾠ
Tipo	
 ﾠ Detergente:	
 ﾠ Ionico	
 ﾠ
(Anionico)	
 ﾠ
CMC	
 ﾠ(20-ﾭ‐25°C):	
 ﾠ1-ﾭ‐4	
 ﾠmM	
 ﾠ	
 ﾠ
Solubilità	
 ﾠin	
 ﾠH2O:	
 ﾠ500	
 ﾠμM	
 ﾠ
	
 ﾠ •  Formula:	
 ﾠC24H39NaO5	
 ﾠ
Nome:	
 ﾠColato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠ
Peso:	
 ﾠ430.55	
 ﾠ
Tipo	
 ﾠ Detergente:	
 ﾠ Ionico	
 ﾠ
(Anionico)	
 ﾠ
CMC	
 ﾠ(20-ﾭ‐25°C):	
 ﾠ9-ﾭ‐15	
 ﾠmM	
 ﾠ	
 ﾠ
Solubilità	
 ﾠin	
 ﾠH2O:	
 ﾠ273	
 ﾠμM	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ •  Formula:	
 ﾠCH3(CH2)11OSO3Na	
 ﾠ
Nome:	
 ﾠSodio	
 ﾠDodecil	
 ﾠSolfato	
 ﾠ
•  Peso:	
 ﾠ288.38	
 ﾠ
Tipo	
 ﾠ Detergente:	
 ﾠ Ionico	
 ﾠ
(Anionico)	
 ﾠ
CMC	
 ﾠ(20-ﾭ‐25°C):	
 ﾠ7-ﾭ‐10	
 ﾠmM	
 ﾠ
Solubilità	
 ﾠin	
 ﾠH2O:	
 ﾠ100	
 ﾠμM	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ •  Formula:	
 ﾠ t-ﾭ‐Oct-ﾭ‐C6H4-ﾭ‐
(OCH2CH2)xOH,	
 ﾠx=9-ﾭ‐10	
 ﾠ
Nome:	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠ
•  Peso:	
 ﾠ625	
 ﾠ
Tipo	
 ﾠDetergente:	
 ﾠNon	
 ﾠIonico	
 ﾠ	
 ﾠ
CMC	
 ﾠ (20-ﾭ‐25°C):	
 ﾠ 0.2-ﾭ‐0.9	
 ﾠmM(20-ﾭ‐
25°C)	
 ﾠ
Solubilità	
 ﾠin	
 ﾠH2O:	
 ﾠsolubile	
 ﾠ
	
 ﾠ	
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 ﾠ
2.5	
 ﾠI	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠpresi	
 ﾠin	
 ﾠconsiderazione	
 ﾠ
In	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠmessi	
 ﾠa	
 ﾠconfronto	
 ﾠdifferenti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione,	
 ﾠ
riguardo	
 ﾠalla	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠnelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠtrattate.	
 ﾠAltre	
 ﾠdiscriminanti	
 ﾠper	
 ﾠ
l’individuazione	
 ﾠdel	
 ﾠmetodo	
 ﾠpiù	
 ﾠvantaggioso	
 ﾠsono	
 ﾠad	
 ﾠesempio	
 ﾠl’effetto	
 ﾠdei	
 ﾠvari	
 ﾠdetergenti	
 ﾠ
sulla	
 ﾠmatrice	
 ﾠextracellulare	
 ﾠquindi	
 ﾠsulla	
 ﾠstruttura	
 ﾠintrinseca	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola.	
 ﾠ	
 ﾠ
Le	
 ﾠ tecniche	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione	
 ﾠ analizzate	
 ﾠ sono:	
 ﾠ “Dohmen”	
 ﾠ sviluppata	
 ﾠ dallo	
 ﾠ stesso	
 ﾠ
Pascal	
 ﾠM.	
 ﾠDohmen	
 ﾠet	
 ﾠal	
 ﾠ[30,31],	
 ﾠ“Haverich”	
 ﾠideata	
 ﾠda	
 ﾠAxel	
 ﾠHaverich	
 ﾠet	
 ﾠal	
 ﾠ[32],	
 ﾠTRICOL	
 ﾠe	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠsviluppate	
 ﾠentrambe	
 ﾠnel	
 ﾠlaboratorio	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠMedicina	
 ﾠRigenerativa	
 ﾠsulle	
 ﾠValvole	
 ﾠ
Cardiache	
 ﾠdiretto	
 ﾠdl	
 ﾠProf.	
 ﾠGino	
 ﾠGerosa[33].	
 ﾠ
Sia	
 ﾠla	
 ﾠmetodica	
 ﾠdi	
 ﾠDohmen	
 ﾠche	
 ﾠquella	
 ﾠdi	
 ﾠHaverich	
 ﾠutilizzano	
 ﾠcome	
 ﾠdetergente	
 ﾠIl	
 ﾠDOC	
 ﾠ
ovvero	
 ﾠ il	
 ﾠ sodio	
 ﾠ deossicolato,	
 ﾠ un	
 ﾠ detergente	
 ﾠ ionico;	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ completa	
 ﾠ il	
 ﾠ trattamento	
 ﾠ
utilizzando	
 ﾠanche	
 ﾠun	
 ﾠulteriore	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico:	
 ﾠl’SDS	
 ﾠ(sodio	
 ﾠdodecil	
 ﾠsolfato),	
 ﾠla	
 ﾠmutua	
 ﾠ
azione	
 ﾠdei	
 ﾠdue	
 ﾠdetergenti	
 ﾠè	
 ﾠmolto	
 ﾠefficace	
 ﾠsia	
 ﾠnel	
 ﾠdecellularizzare	
 ﾠle	
 ﾠprotesi	
 ﾠbiologiche.	
 ﾠ
Le	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ di	
 ﾠ questi	
 ﾠ due	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ restano	
 ﾠ abbastanza	
 ﾠ elevate	
 ﾠ e	
 ﾠ
dannose.	
 ﾠ
I	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ decellularizzazione,	
 ﾠ messi	
 ﾠ a	
 ﾠ punto	
 ﾠ dall’università	
 ﾠ di	
 ﾠ Padova,	
 ﾠ TRICOL	
 ﾠ E	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠ prevedono	
 ﾠ la	
 ﾠ lisi	
 ﾠ cellulare	
 ﾠ del	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ in	
 ﾠ ambiente	
 ﾠ ipotonico,	
 ﾠ seguita	
 ﾠ da	
 ﾠ
trattamenti	
 ﾠ con	
 ﾠ mezzi	
 ﾠ chimici	
 ﾠ quali	
 ﾠ la	
 ﾠ combinazione	
 ﾠ di	
 ﾠ un	
 ﾠ detergente	
 ﾠ non	
 ﾠ ionico:	
 ﾠ il	
 ﾠ
Triton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠun	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico.	
 ﾠIl	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico	
 ﾠè	
 ﾠil	
 ﾠcolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠe	
 ﾠil	
 ﾠTaurodeossciolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRITDOC.	
 ﾠI	
 ﾠdue	
 ﾠmetodi	
 ﾠprevedono	
 ﾠ
inoltre	
 ﾠalternanze	
 ﾠdi	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠipo-ﾭ‐	
 ﾠe	
 ﾠiper-ﾭ‐toniche	
 ﾠin	
 ﾠatmosfera	
 ﾠcontrollata	
 ﾠe	
 ﾠin	
 ﾠpresenza	
 ﾠ
di	
 ﾠinibitori	
 ﾠdi	
 ﾠproteasi.	
 ﾠ
Il	
 ﾠ COL	
 ﾠ e	
 ﾠ il	
 ﾠ TDOC	
 ﾠ sono	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ ionici	
 ﾠ che	
 ﾠ agiscono	
 ﾠ solubilizzando	
 ﾠ le	
 ﾠ membrane	
 ﾠ
citoplasmatiche	
 ﾠdelle	
 ﾠcellule	
 ﾠconcentrandosi	
 ﾠsui	
 ﾠcomplessi	
 ﾠfosfolipidici	
 ﾠe	
 ﾠsolubilizzando	
 ﾠ
le	
 ﾠproteine	
 ﾠdi	
 ﾠmembrana.	
 ﾠTali	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠrimuovono	
 ﾠi	
 ﾠresidui	
 ﾠche	
 ﾠnon	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠrimossi	
 ﾠ
dal	
 ﾠdetergente	
 ﾠnon	
 ﾠionico.	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ ionici	
 ﾠ sono	
 ﾠ inoltre	
 ﾠ utilizzati	
 ﾠ per	
 ﾠ solubilizzare	
 ﾠ dei	
 ﾠ complessi	
 ﾠ sfingolipidi-ﾭ‐
colesterolo	
 ﾠ che	
 ﾠ determinano	
 ﾠ l’insolubilità	
 ﾠ della	
 ﾠ fosfatasi	
 ﾠ alcalina,	
 ﾠ enzima	
 ﾠ ritenuto	
 ﾠ
responsabile	
 ﾠdell’innesco	
 ﾠdel	
 ﾠmeccanismo	
 ﾠdi	
 ﾠcalcificazione.	
 ﾠ
Essendo	
 ﾠ i	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ ionici	
 ﾠ maggiormente	
 ﾠ dannosi	
 ﾠ per	
 ﾠ la	
 ﾠ salute	
 ﾠ del	
 ﾠ ricevente	
 ﾠ
questo	
 ﾠstudio	
 ﾠsi	
 ﾠconcentra	
 ﾠsulla	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠdi	
 ﾠquesti	
 ﾠultimi	
 ﾠutilizzati	
 ﾠnei	
 ﾠmetodi	
 ﾠ
sopra	
 ﾠelencati,	
 ﾠin	
 ﾠparticolare	
 ﾠsi	
 ﾠvogliono	
 ﾠdeterminare:	
 ﾠ
-ﾭ‐quantitativi	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ DOC	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ pericardica	
 ﾠ decellularizzata	
 ﾠ con	
 ﾠ
protocollo	
 ﾠdi	
 ﾠHaverich;	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
-ﾭ‐	
 ﾠ quantitativi	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ DOC	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ pericardica	
 ﾠ decellularizzata	
 ﾠ con	
 ﾠ
protocollo	
 ﾠdi	
 ﾠDohmen;	
 ﾠ
-ﾭ‐	
 ﾠ quantitativi	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ COL	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ pericardica	
 ﾠ decellularizzata	
 ﾠ con	
 ﾠ
protocollo	
 ﾠTRICOL;	
 ﾠ
-ﾭ‐	
 ﾠ quantitativi	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ TDOC	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ pericardica	
 ﾠ decellularizzata	
 ﾠ con	
 ﾠ
protocollo	
 ﾠTRITDOC;	
 ﾠ
	
 ﾠ
2.6	
 ﾠDeterminazione	
 ﾠdei	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠ residui	
 ﾠ chimici	
 ﾠ ad	
 ﾠ alte	
 ﾠ concentrazioni	
 ﾠ (quantità	
 ﾠ nell’ordine	
 ﾠ dei	
 ﾠ 50	
 ﾠ mg/L)	
 ﾠ possono	
 ﾠ
risultare	
 ﾠ tossici	
 ﾠ per	
 ﾠ le	
 ﾠ cellule	
 ﾠ dell’ospite.	
 ﾠ Vi	
 ﾠ è	
 ﾠ quindi	
 ﾠ la	
 ﾠ necessità	
 ﾠ di	
 ﾠ sviluppare	
 ﾠ delle	
 ﾠ
metodiche	
 ﾠ per	
 ﾠ monitorare	
 ﾠ il	
 ﾠ livello	
 ﾠ dei	
 ﾠ residui	
 ﾠ potenzialmente	
 ﾠ dannosi	
 ﾠ nei	
 ﾠ materiali	
 ﾠ
trattati	
 ﾠ che	
 ﾠ verranno	
 ﾠ utilizzati	
 ﾠ come	
 ﾠ protesi	
 ﾠ biologiche.	
 ﾠ Tra	
 ﾠ gli	
 ﾠ agenti	
 ﾠ chimici	
 ﾠ più	
 ﾠ
dannosi	
 ﾠutilizzati	
 ﾠnella	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠtroviamo	
 ﾠil	
 ﾠDOC.	
 ﾠQuesto	
 ﾠdetergente	
 ﾠanionico	
 ﾠ
altera	
 ﾠ il	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ biologico	
 ﾠ diminuendo	
 ﾠ la	
 ﾠ vitalità	
 ﾠ cellulare.	
 ﾠ Inoltre	
 ﾠ esso	
 ﾠ provoca	
 ﾠ
infiammazione	
 ﾠlocale,	
 ﾠfavorisce	
 ﾠla	
 ﾠfibrosi	
 ﾠe	
 ﾠattiva	
 ﾠil	
 ﾠsistema	
 ﾠimmunitario	
 ﾠnon-ﾭ‐specifico	
 ﾠ
inducendo	
 ﾠl’infiltrazione	
 ﾠdi	
 ﾠmacrofagi	
 ﾠe	
 ﾠgenerando	
 ﾠcosì	
 ﾠuna	
 ﾠrisposta	
 ﾠimmunitaria	
 ﾠlocale.	
 ﾠ	
 ﾠ
In	
 ﾠ letteratura	
 ﾠ si	
 ﾠ trovano	
 ﾠ diverse	
 ﾠ metodologie	
 ﾠ sviluppate	
 ﾠ per	
 ﾠ stimare	
 ﾠ le	
 ﾠ quantità	
 ﾠ di	
 ﾠ
residui	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠanionici	
 ﾠutilizzati	
 ﾠnella	
 ﾠdecellularizzazione.	
 ﾠMethapati	
 ﾠet	
 ﾠal	
 ﾠ[34]	
 ﾠ
hanno	
 ﾠ cercato	
 ﾠ di	
 ﾠ determinare,	
 ﾠ per	
 ﾠ via	
 ﾠ colorimetrica	
 ﾠ mediante	
 ﾠ tecniche	
 ﾠ
spettrofotometriche,	
 ﾠ se	
 ﾠ e	
 ﾠ quanto	
 ﾠ acido	
 ﾠ deossicolico	
 ﾠ rimanesse	
 ﾠ in	
 ﾠ una	
 ﾠ vena	
 ﾠ safena	
 ﾠ
umana:	
 ﾠutilizzando	
 ﾠuna	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠcon	
 ﾠcoefficiente	
 ﾠdi	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠR2	
 ﾠ=	
 ﾠ0,882,	
 ﾠè	
 ﾠ
stata	
 ﾠstimata	
 ﾠuna	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠacido	
 ﾠdeossicolico	
 ﾠpari	
 ﾠa	
 ﾠ16,1	
 ﾠ±0,37	
 ﾠmg	
 ﾠin	
 ﾠ20	
 ﾠg	
 ﾠdi	
 ﾠtessuto.	
 ﾠ
Per	
 ﾠqueste	
 ﾠanalisi	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠutilizzato	
 ﾠil	
 ﾠsaggio	
 ﾠcon	
 ﾠblu	
 ﾠdi	
 ﾠmetilene,	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠfacile	
 ﾠda	
 ﾠ
applicare	
 ﾠma	
 ﾠdecisamente	
 ﾠpoco	
 ﾠselettivo	
 ﾠ	
 ﾠe	
 ﾠspecifico	
 ﾠper	
 ﾠl’analita	
 ﾠin	
 ﾠquestione.	
 ﾠ	
 ﾠ
Un	
 ﾠ diverso	
 ﾠ studio,	
 ﾠ operato	
 ﾠ da	
 ﾠ Caamano	
 ﾠ et	
 ﾠ al	
 ﾠ [35]	
 ﾠ si	
 ﾠ è	
 ﾠ invece	
 ﾠ concentrato	
 ﾠ sulla	
 ﾠ
lisciviazione	
 ﾠdel	
 ﾠSDS	
 ﾠdai	
 ﾠtessuti	
 ﾠtrattati	
 ﾠ.	
 ﾠL’obiettivo	
 ﾠè	
 ﾠquantificare	
 ﾠla	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠ
presente	
 ﾠnel	
 ﾠtessuto	
 ﾠin	
 ﾠmaniera	
 ﾠindiretta	
 ﾠovvero	
 ﾠandando	
 ﾠad	
 ﾠanalizzarne	
 ﾠla	
 ﾠquantità	
 ﾠ
presente	
 ﾠdelle	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggio	
 ﾠe	
 ﾠdeterminando	
 ﾠquali	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠsortiscono	
 ﾠun	
 ﾠ
effetto	
 ﾠtossico	
 ﾠmisurabile.	
 ﾠLo	
 ﾠstudio	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠfatto	
 ﾠsu	
 ﾠcellule	
 ﾠvascolari	
 ﾠovine.	
 ﾠGrazie	
 ﾠad	
 ﾠuno	
 ﾠ
spettroscopio	
 ﾠATR-ﾭ‐FTIR	
 ﾠsi	
 ﾠè	
 ﾠriusciti	
 ﾠa	
 ﾠdimostrare	
 ﾠche	
 ﾠil	
 ﾠSDS	
 ﾠviene	
 ﾠrilasciato	
 ﾠdal	
 ﾠtessuto	
 ﾠè	
 ﾠ
diffuso	
 ﾠnell’ambiente	
 ﾠcircostante	
 ﾠcausando	
 ﾠeffetti	
 ﾠcitotossici.	
 ﾠL’idea	
 ﾠdi	
 ﾠfondo	
 ﾠè	
 ﾠche	
 ﾠun	
 ﾠ
numero	
 ﾠsufficiente	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠdovrebbe	
 ﾠessere	
 ﾠabbastanza	
 ﾠper	
 ﾠlimitare	
 ﾠle	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠ
di	
 ﾠdetergente	
 ﾠdeassorbite	
 ﾠdal	
 ﾠtessuto	
 ﾠimpiantato.	
 ﾠA	
 ﾠquesto	
 ﾠproposito	
 ﾠCebotari	
 ﾠet	
 ﾠal	
 ﾠ[32]	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
utilizzando	
 ﾠ metodologie	
 ﾠ basate	
 ﾠ su	
 ﾠ cromatografia	
 ﾠ liquida	
 ﾠ HPLC	
 ﾠ e	
 ﾠ preconcentrando	
 ﾠ i	
 ﾠ
campioni	
 ﾠin	
 ﾠcartucce	
 ﾠC-ﾭ‐18,	
 ﾠhanno	
 ﾠdeterminato	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠnei	
 ﾠdiversi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠe	
 ﾠ
hanno	
 ﾠstabilito	
 ﾠquale	
 ﾠserie	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠsiano	
 ﾠin	
 ﾠgradi	
 ﾠdi	
 ﾠassicurare	
 ﾠnelle	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠfinali	
 ﾠ
quantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠnon	
 ﾠcitotossiche.	
 ﾠUn	
 ﾠulteriore	
 ﾠstudio	
 ﾠfatto	
 ﾠda	
 ﾠGratzer	
 ﾠet	
 ﾠal	
 ﾠ[37]	
 ﾠha	
 ﾠ
cercato	
 ﾠdi	
 ﾠsviluppare	
 ﾠmetodologie	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠper	
 ﾠminimizzare	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠ
residui	
 ﾠnegli	
 ﾠscaffold	
 ﾠdeterminandone	
 ﾠle	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠnelle	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠdi	
 ﾠlavaggio.	
 ﾠ
	
 ﾠ La	
 ﾠletteratura	
 ﾠevidenzia	
 ﾠcome	
 ﾠnessun	
 ﾠgruppo	
 ﾠabbia	
 ﾠmesso	
 ﾠa	
 ﾠpunto	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠ
diretto	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠdelle	
 ﾠquantità	
 ﾠresidue	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti.	
 ﾠNon	
 ﾠesistono	
 ﾠstudi	
 ﾠdi	
 ﾠ
quantificazione	
 ﾠ di	
 ﾠ agenti	
 ﾠ citotossici	
 ﾠ che	
 ﾠ operino	
 ﾠ in	
 ﾠ maniera	
 ﾠ diretta	
 ﾠ sul	
 ﾠ tessuto	
 ﾠ che	
 ﾠ
potrebbe	
 ﾠessere	
 ﾠimpiantato.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
CAPITOLO	
 ﾠ3	
 ﾠ
	
 ﾠ
Materiali	
 ﾠe	
 ﾠMetodi	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.1	
 ﾠMateriali	
 ﾠ
In	
 ﾠquesto	
 ﾠcapitolo	
 ﾠverranno	
 ﾠelencati	
 ﾠe	
 ﾠdescritti	
 ﾠi	
 ﾠmateriali	
 ﾠprincipalmente	
 ﾠutilizzati	
 ﾠ
durante	
 ﾠlo	
 ﾠstudio,	
 ﾠi	
 ﾠmetodo	
 ﾠsfruttati	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠconseguimento	
 ﾠdei	
 ﾠrisultati.	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.1.1	
 ﾠReagenti	
 ﾠ
-ﾭ‐Acetonitrile	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠSigma-ﾭ‐Aldrich	
 ﾠ(Steinheim,	
 ﾠGermania)	
 ﾠ
-ﾭ‐Acido	
 ﾠTrifluoroacetico	
 ﾠ(TFA)	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠBiosolve	
 ﾠ(Valkenswaard,	
 ﾠOlanda)	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.1.2	
 ﾠDetergenti	
 ﾠ
Forniti	
 ﾠda	
 ﾠSigma-ﾭ‐Aldrich	
 ﾠ(Steinheim,	
 ﾠGermania)	
 ﾠ
-ﾭ‐DOC	
 ﾠ
-ﾭ‐COL	
 ﾠ
-ﾭ‐Triton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠ
-ﾭ‐TDOC	
 ﾠ
Forniti	
 ﾠda	
 ﾠProlabo	
 ﾠ(Parigi,	
 ﾠFrancia)	
 ﾠ
-ﾭ‐SDS	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2	
 ﾠMetodi	
 ﾠ
In	
 ﾠquesta	
 ﾠsezione	
 ﾠverrà	
 ﾠdata	
 ﾠuna	
 ﾠdescrizione	
 ﾠsia	
 ﾠdei	
 ﾠprotocolli	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
utilizzati	
 ﾠper	
 ﾠtrattare	
 ﾠle	
 ﾠvalvole	
 ﾠbiologiche,	
 ﾠsia	
 ﾠdella	
 ﾠmetodologia	
 ﾠdi	
 ﾠanalisi	
 ﾠche	
 ﾠè	
 ﾠstata	
 ﾠ
utilizzata	
 ﾠper	
 ﾠottenere	
 ﾠi	
 ﾠrisultati.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2.1	
 ﾠProtocolli	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
Verranno	
 ﾠin	
 ﾠseguito	
 ﾠdescritti	
 ﾠi	
 ﾠprotocolli	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠutilizzati	
 ﾠin	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠ
denominati	
 ﾠ metodo	
 ﾠ TRITDOC,	
 ﾠ metodo	
 ﾠ TRICOL,	
 ﾠ metodo	
 ﾠ Dohmen	
 ﾠ e	
 ﾠ metodo	
 ﾠ Haverich.	
 ﾠ
Tutti	
 ﾠ i	
 ﾠ campioni	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ preparati	
 ﾠ laboratorio	
 ﾠ per	
 ﾠ la	
 ﾠ Medicina	
 ﾠ Rigenerativa	
 ﾠ sulle	
 ﾠ
Valvole	
 ﾠCardiache	
 ﾠdiretto	
 ﾠdl	
 ﾠProf.	
 ﾠGino	
 ﾠGerosa.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
3.2.1.1	
 ﾠMetodo	
 ﾠTRITDOC	
 ﾠ(TRIton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠe	
 ﾠTauroDeOssiColato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio)	
 ﾠe	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠ(TRIton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠe	
 ﾠCOLato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio)	
 ﾠ
Il	
 ﾠprocesso	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠdura	
 ﾠcirca	
 ﾠuna	
 ﾠsettimana	
 ﾠed	
 ﾠè	
 ﾠcomposto	
 ﾠda	
 ﾠ6	
 ﾠstep	
 ﾠ
fondamentali:	
 ﾠ
-  trattamento	
 ﾠcon	
 ﾠinibitori	
 ﾠdi	
 ﾠproteasi;	
 ﾠ
-  estrazione	
 ﾠdei	
 ﾠcampioni	
 ﾠcon	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100;	
 ﾠ
-  estrazione	
 ﾠdei	
 ﾠcampioni	
 ﾠcon	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico	
 ﾠ(TDOC	
 ﾠoppure	
 ﾠCOL);	
 ﾠ
-  eliminazione	
 ﾠdei	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠnel	
 ﾠtessuto;	
 ﾠ
-  eliminazione	
 ﾠdei	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠacidi	
 ﾠnucleici	
 ﾠdal	
 ﾠtessuto;	
 ﾠ
-  conservazione.	
 ﾠ
In	
 ﾠparticolare	
 ﾠle	
 ﾠvalvole	
 ﾠvengono	
 ﾠsospese	
 ﾠper	
 ﾠ8	
 ﾠore	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠcontenente	
 ﾠ
10%	
 ﾠTampone	
 ﾠA,	
 ﾠinibitori	
 ﾠdi	
 ﾠproteasi	
 ﾠe	
 ﾠ1%	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100.	
 ﾠSuccessivamente	
 ﾠla	
 ﾠsoluzione	
 ﾠ
viene	
 ﾠcambiata	
 ﾠutilizzando	
 ﾠ10%	
 ﾠTampone	
 ﾠA,	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠe	
 ﾠ0,1%	
 ﾠdi	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠper	
 ﾠ
ulteriori	
 ﾠ8	
 ﾠore.	
 ﾠLe	
 ﾠvalvole	
 ﾠvengono	
 ﾠquindi	
 ﾠimmerse	
 ﾠper	
 ﾠle	
 ﾠsuccessive	
 ﾠ16	
 ﾠore	
 ﾠ(eseguendo	
 ﾠ
2	
 ﾠlavaggi	
 ﾠda	
 ﾠ8	
 ﾠore	
 ﾠciascuno)	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠipertonica	
 ﾠallo	
 ﾠscopo	
 ﾠdi	
 ﾠrimuovere	
 ﾠproteine	
 ﾠ
muscolari	
 ﾠ(actina	
 ﾠe	
 ﾠmiosina)	
 ﾠcontenete:	
 ﾠ10%	
 ﾠTampone	
 ﾠA,	
 ﾠ05M	
 ﾠNaCl,	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠe	
 ﾠ0,1%	
 ﾠ
Triton	
 ﾠX-ﾭ‐100.	
 ﾠ
Il	
 ﾠ passaggio	
 ﾠ con	
 ﾠ Triton	
 ﾠ X-ﾭ‐100	
 ﾠ termina	
 ﾠ con	
 ﾠ una	
 ﾠ lavaggio	
 ﾠ di	
 ﾠ 90	
 ﾠ minuti	
 ﾠ a	
 ﾠ +4°C	
 ﾠ in	
 ﾠ una	
 ﾠ
soluzione	
 ﾠcontenente	
 ﾠ10%	
 ﾠdi	
 ﾠTampone	
 ﾠA,	
 ﾠ0,1%	
 ﾠdi	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠe	
 ﾠ0,04%	
 ﾠsodio	
 ﾠazide,	
 ﾠ
seguito	
 ﾠdalla	
 ﾠstesso	
 ﾠlavaggio	
 ﾠa	
 ﾠRT.	
 ﾠSuccessivamente	
 ﾠle	
 ﾠvalvole	
 ﾠsono	
 ﾠposte	
 ﾠin	
 ﾠsospensione	
 ﾠ
sotto	
 ﾠagitazione	
 ﾠadeguata	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠcontenente	
 ﾠ10%	
 ﾠdi	
 ﾠTampone	
 ﾠA,	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠ
e,	
 ﾠalternativamente,	
 ﾠ10mM	
 ﾠdi	
 ﾠcolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠa	
 ﾠpH	
 ﾠ8.0	
 ﾠo	
 ﾠ4mM	
 ﾠdi	
 ﾠtaurodeossicolato	
 ﾠdi	
 ﾠ
sodio	
 ﾠa	
 ﾠpH	
 ﾠ7.4.	
 ﾠTali	
 ﾠsospensioni	
 ﾠvengono	
 ﾠmantenute	
 ﾠa	
 ﾠtemperatura	
 ﾠambiente	
 ﾠper	
 ﾠ16	
 ﾠore	
 ﾠ
(2	
 ﾠlavaggi	
 ﾠda	
 ﾠ8	
 ﾠore	
 ﾠciascuno).	
 ﾠPer	
 ﾠla	
 ﾠrimozione	
 ﾠdei	
 ﾠdetergenti	
 ﾠsi	
 ﾠutilizza	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠ
fisiologica	
 ﾠcontente	
 ﾠ0,9%	
 ﾠNaCl,	
 ﾠ0,02%	
 ﾠNaN3	
 ﾠe	
 ﾠ10%	
 ﾠisopropanolo,	
 ﾠper	
 ﾠ2	
 ﾠore	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C.	
 ﾠUn	
 ﾠ
ulteriore	
 ﾠ lavaggio,	
 ﾠ necessario	
 ﾠ ad	
 ﾠ eliminare	
 ﾠ il	
 ﾠ residuo	
 ﾠ alcolico	
 ﾠ di	
 ﾠ isopropanolo,	
 ﾠ viene	
 ﾠ
eseguito	
 ﾠ con	
 ﾠ una	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ di	
 ﾠ 0,9%	
 ﾠ NaCl,	
 ﾠ 0,04%	
 ﾠ NaN3	
 ﾠ per	
 ﾠ 3	
 ﾠ ore	
 ﾠ a	
 ﾠ RT,	
 ﾠ seguito	
 ﾠ
successivamente	
 ﾠda	
 ﾠ6	
 ﾠore	
 ﾠa	
 ﾠ4°C.	
 ﾠUn	
 ﾠaltro	
 ﾠlavaggio,	
 ﾠdi	
 ﾠ30	
 ﾠminuti,	
 ﾠsi	
 ﾠeffettua	
 ﾠnuovamente	
 ﾠ
con	
 ﾠ0,9%NaCl,	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3.	
 ﾠInfine	
 ﾠi	
 ﾠcampioni	
 ﾠvalvolari	
 ﾠvengono	
 ﾠposti	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠ
sterile	
 ﾠ di	
 ﾠ PBS	
 ﾠ a	
 ﾠ +4°C,	
 ﾠ sotto	
 ﾠ costante	
 ﾠ agitazione,	
 ﾠ per	
 ﾠ due	
 ﾠ cicli	
 ﾠ di	
 ﾠ 24	
 ﾠ ore	
 ﾠ ciascuno,	
 ﾠ
garantendo	
 ﾠla	
 ﾠrimozione	
 ﾠdell’enzima	
 ﾠresiduo.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ Tutti	
 ﾠgli	
 ﾠstep	
 ﾠvengono	
 ﾠeseguiti	
 ﾠa	
 ﾠpH	
 ﾠe	
 ﾠtemperatura	
 ﾠcontrollati.	
 ﾠSegue	
 ﾠinfine	
 ﾠla	
 ﾠ
rimozione	
 ﾠ enzimatica	
 ﾠ dei	
 ﾠ residui	
 ﾠ di	
 ﾠ acidi	
 ﾠ nucleici	
 ﾠ mediante	
 ﾠ endonucleasi	
 ﾠ aspecifiche	
 ﾠ
ricombinanti	
 ﾠcome	
 ﾠBenzonaseTM	
 ﾠ(Novagen)	
 ﾠprive	
 ﾠdi	
 ﾠattività	
 ﾠproteasica.	
 ﾠ
La	
 ﾠ sterilità	
 ﾠ dei	
 ﾠ campioni	
 ﾠ è	
 ﾠ garantita	
 ﾠ dalla	
 ﾠ manipolazione	
 ﾠ delle	
 ﾠ diverse	
 ﾠ soluzioni	
 ﾠ
effettuata	
 ﾠsotto	
 ﾠcappa	
 ﾠbiologica	
 ﾠa	
 ﾠflusso	
 ﾠlaminare	
 ﾠe	
 ﾠdal	
 ﾠpreventivo	
 ﾠfiltraggio	
 ﾠdelle	
 ﾠstesse	
 ﾠ
con	
 ﾠ tramogge	
 ﾠ di	
 ﾠ cut-ﾭ‐off	
 ﾠ 0,22	
 ﾠ μm.	
 ﾠ Come	
 ﾠ agente	
 ﾠ batteriostatico	
 ﾠ viene	
 ﾠ ad	
 ﾠ essere	
 ﾠ
nuovamente	
 ﾠutilizzato	
 ﾠil	
 ﾠcomposto	
 ﾠsodio	
 ﾠazide	
 ﾠ(NaN3).	
 ﾠ
Durante	
 ﾠ tutto	
 ﾠ il	
 ﾠ processo	
 ﾠ decellularizzante	
 ﾠ le	
 ﾠ radici	
 ﾠ valvolari	
 ﾠ con	
 ﾠ le	
 ﾠ valvole	
 ﾠ in	
 ﾠ situ	
 ﾠ
vengono	
 ﾠposte	
 ﾠsotto	
 ﾠcostante	
 ﾠe	
 ﾠmoderata	
 ﾠrotazione	
 ﾠall’interno	
 ﾠdi	
 ﾠtubi	
 ﾠdi	
 ﾠpyrex.	
 ﾠTale	
 ﾠ
sistema	
 ﾠ permette	
 ﾠ alle	
 ﾠ soluzioni	
 ﾠ utilizzate	
 ﾠ di	
 ﾠ effettuare	
 ﾠ un	
 ﾠ lavaggio	
 ﾠ interno	
 ﾠ del	
 ﾠ lume	
 ﾠ
valvolare,	
 ﾠnei	
 ﾠdue	
 ﾠsensi	
 ﾠdi	
 ﾠflusso.	
 ﾠI	
 ﾠcampioni	
 ﾠcosì	
 ﾠottenuti	
 ﾠvengono	
 ﾠconservati	
 ﾠin	
 ﾠuna	
 ﾠ
soluzione	
 ﾠdi	
 ﾠPBS	
 ﾠe	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C.	
 ﾠ
3.2.1.2	
 ﾠMetodo	
 ﾠHaverich:	
 ﾠSDS-ﾭ‐DOC	
 ﾠ(Sodio	
 ﾠDodecil	
 ﾠSolfato	
 ﾠe	
 ﾠDeOssiColato	
 ﾠ
di	
 ﾠsodio)	
 ﾠ
Tale	
 ﾠtrattamento,	
 ﾠdescritto	
 ﾠda	
 ﾠHaverich	
 ﾠA.	
 ﾠet	
 ﾠal.	
 ﾠ[32],	
 ﾠprevede	
 ﾠla	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠdei	
 ﾠ
tessuti	
 ﾠutilizzando	
 ﾠuna	
 ﾠsoluzione	
 ﾠcomposta	
 ﾠdallo	
 ﾠ0,5%	
 ﾠw/v	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠdodecil	
 ﾠsolfato	
 ﾠ(SDS)	
 ﾠ
e	
 ﾠ0,5%	
 ﾠw/v	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠdeossicolato	
 ﾠ(DOC).	
 ﾠI	
 ﾠtessuti	
 ﾠvengono	
 ﾠsospesi	
 ﾠin	
 ﾠtale	
 ﾠsoluzione	
 ﾠper	
 ﾠ
24	
 ﾠore	
 ﾠciascuno,	
 ﾠa	
 ﾠRT	
 ﾠe	
 ﾠsotto	
 ﾠcontinua	
 ﾠagitazione.	
 ﾠInfine	
 ﾠi	
 ﾠcampioni	
 ﾠsono	
 ﾠconservati	
 ﾠin	
 ﾠ
fisiologica	
 ﾠsterile	
 ﾠ(0,9%	
 ﾠNaCl	
 ﾠo	
 ﾠPBS	
 ﾠisotonico)	
 ﾠe	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C.	
 ﾠ
3.2.1.3	
 ﾠMetodo	
 ﾠDohmen:	
 ﾠDOC	
 ﾠ(Deossicolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio)	
 ﾠ
Questo	
 ﾠprotocollo	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠdesunto	
 ﾠdai	
 ﾠlavori	
 ﾠdi	
 ﾠDohmen	
 ﾠPM	
 ﾠet	
 ﾠal.	
 ﾠ
[30,31].	
 ﾠ Tale	
 ﾠ trattamento	
 ﾠ prevede	
 ﾠ la	
 ﾠ sospensione	
 ﾠ di	
 ﾠ radici	
 ﾠ valvolari	
 ﾠ in	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ
fisiologica	
 ﾠsterile,	
 ﾠpH	
 ﾠ7.4,	
 ﾠcontenente	
 ﾠ1%	
 ﾠw/v	
 ﾠdi	
 ﾠdeossicolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠin	
 ﾠcostante	
 ﾠ
agitazione	
 ﾠ per	
 ﾠ 12	
 ﾠ ore	
 ﾠ a	
 ﾠ +37°C	
 ﾠ ed	
 ﾠ in	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ antibiotici	
 ﾠ (1%	
 ﾠ v/v	
 ﾠ
penicillina/streptomicina).	
 ﾠTale	
 ﾠpassaggio	
 ﾠviene	
 ﾠripetuto	
 ﾠ2	
 ﾠvolte.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ I	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ sono	
 ﾠ poi	
 ﾠ sottoposti	
 ﾠ a	
 ﾠ lavaggi	
 ﾠ estensivi	
 ﾠ con	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ 0,9%	
 ﾠ w/v	
 ﾠ NaCl	
 ﾠ
sterile:	
 ﾠ2	
 ﾠlavaggi	
 ﾠal	
 ﾠgiorno	
 ﾠ(12	
 ﾠore	
 ﾠciascuno)	
 ﾠper	
 ﾠ5	
 ﾠgiorni	
 ﾠRT.	
 ﾠ
	
 ﾠ I	
 ﾠcampioni	
 ﾠvengono	
 ﾠquindi	
 ﾠconservati	
 ﾠin	
 ﾠsoluzione	
 ﾠfisiologica	
 ﾠsterile	
 ﾠa	
 ﾠ0,04%	
 ﾠw/v	
 ﾠ
NaN3	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C.	
 ﾠ
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 ﾠ
3.2.2	
 ﾠPreparazione	
 ﾠdei	
 ﾠdigeriti	
 ﾠ
In	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠutilizzati	
 ﾠtessuti	
 ﾠprovenienti	
 ﾠda	
 ﾠvalvole	
 ﾠcardiache	
 ﾠaortiche	
 ﾠ
porcine,	
 ﾠpiù	
 ﾠprecisamente	
 ﾠi	
 ﾠlembi	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠaortiche.	
 ﾠIl	
 ﾠmateriale	
 ﾠbiologico	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠ
prelevato	
 ﾠ dagli	
 ﾠ animali	
 ﾠ direttamente	
 ﾠ dopo	
 ﾠ il	
 ﾠ loro	
 ﾠ sacrificio	
 ﾠ e	
 ﾠ trasportato	
 ﾠ presso	
 ﾠ il	
 ﾠ
laboratorio	
 ﾠ all’interno	
 ﾠ di	
 ﾠ sacche	
 ﾠ da	
 ﾠ organo	
 ﾠ sterili,	
 ﾠ in	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ isotonica	
 ﾠ di	
 ﾠ tampone	
 ﾠ
fosfato	
 ﾠ(PBS)	
 ﾠe	
 ﾠ0,04%	
 ﾠNaN3	
 ﾠ(sodio	
 ﾠazide	
 ﾠad	
 ﾠeffetto	
 ﾠbatteriostatico,	
 ﾠin	
 ﾠgrado	
 ﾠdi	
 ﾠbloccare	
 ﾠla	
 ﾠ
catena	
 ﾠrespiratoria	
 ﾠmitocondriale	
 ﾠdei	
 ﾠbatteri	
 ﾠaerobici)	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C.	
 ﾠLe	
 ﾠdovute	
 ﾠdissezioni	
 ﾠvolte	
 ﾠ
all’isolamento	
 ﾠdelle	
 ﾠradici	
 ﾠvalvolari,	
 ﾠsono	
 ﾠstate	
 ﾠeffettuate	
 ﾠsotto	
 ﾠcappa	
 ﾠbiologica	
 ﾠa	
 ﾠflusso	
 ﾠ
laminare,	
 ﾠcon	
 ﾠstrumenti	
 ﾠchirurgici	
 ﾠa	
 ﾠcontenitori	
 ﾠsterili.	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ ottenuti	
 ﾠ sono	
 ﾠ poi	
 ﾠ posti	
 ﾠ in	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ fisiologica	
 ﾠ e	
 ﾠ lasciati	
 ﾠ equilibrare	
 ﾠ sotto	
 ﾠ
leggera	
 ﾠagitazione	
 ﾠper	
 ﾠ1	
 ﾠora	
 ﾠa	
 ﾠ+4°C,	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠrimuovere	
 ﾠle	
 ﾠtracce	
 ﾠematiche.	
 ﾠI	
 ﾠcampioni	
 ﾠ
sono	
 ﾠquindi	
 ﾠstati	
 ﾠsottoposti	
 ﾠa	
 ﾠtrattamenti	
 ﾠdecellularizzanti	
 ﾠsecondo	
 ﾠdiversi	
 ﾠprotocolli	
 ﾠ
precedentemente	
 ﾠriportati	
 ﾠe	
 ﾠdestinati	
 ﾠalla	
 ﾠvalutazione	
 ﾠdei	
 ﾠresidui	
 ﾠdetergenti.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ I	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ da	
 ﾠ analizzare	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ sottoposti	
 ﾠ a	
 ﾠ digestione	
 ﾠ con	
 ﾠ papaina,	
 ﾠ
un	
 ﾠenzima	
 ﾠproteolitico	
 ﾠ appartenente	
 ﾠ alla	
 ﾠ classe	
 ﾠ delle	
 ﾠidrolasi,	
 ﾠ che	
 ﾠ catalizza	
 ﾠ
l'idrolisi	
 ﾠdi	
 ﾠproteine,	
 ﾠper	
 ﾠdegradare	
 ﾠl’impalcatura	
 ﾠproteica	
 ﾠe	
 ﾠliberare	
 ﾠgli	
 ﾠeventuali	
 ﾠresidui	
 ﾠ
di	
 ﾠdetergente	
 ﾠrimasti	
 ﾠall’interno	
 ﾠdella	
 ﾠmatrice	
 ﾠextracellulare.	
 ﾠ	
 ﾠ
Al	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠdenaturare	
 ﾠparzialmente	
 ﾠil	
 ﾠcollagene	
 ﾠe	
 ﾠrendere	
 ﾠpiù	
 ﾠaggredibile	
 ﾠil	
 ﾠtessuto	
 ﾠda	
 ﾠ
parte	
 ﾠdell’enzima,	
 ﾠi	
 ﾠcampioni	
 ﾠvengono	
 ﾠpesati	
 ﾠe	
 ﾠsuccessivamente	
 ﾠbolliti	
 ﾠper	
 ﾠ2	
 ﾠminuti	
 ﾠin	
 ﾠun	
 ﾠ
volume	
 ﾠdi	
 ﾠacqua	
 ﾠMilliQ.	
 ﾠSi	
 ﾠprocede	
 ﾠquindi	
 ﾠaggiungendo	
 ﾠil	
 ﾠbuffer	
 ﾠdi	
 ﾠdigestione	
 ﾠcomposto	
 ﾠ
da	
 ﾠ 0,125M	
 ﾠ CH3COONa,	
 ﾠ 6,25mM	
 ﾠ EDTA	
 ﾠ e	
 ﾠ 6,25mM	
 ﾠ L-ﾭ‐Cys.	
 ﾠ Vengono	
 ﾠ effettuate	
 ﾠ quattro	
 ﾠ
aggiunte	
 ﾠdi	
 ﾠpapaina	
 ﾠdistanziate	
 ﾠtra	
 ﾠloro	
 ﾠdi	
 ﾠ12	
 ﾠore.	
 ﾠLa	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠenzima	
 ﾠda	
 ﾠimpiegare	
 ﾠè	
 ﾠ
tale	
 ﾠper	
 ﾠcui	
 ﾠvige	
 ﾠil	
 ﾠrapporto	
 ﾠenzima/tessuto	
 ﾠ1/100.	
 ﾠL’ultima	
 ﾠaliquota	
 ﾠdi	
 ﾠenzima	
 ﾠviene	
 ﾠ
associata	
 ﾠa	
 ﾠ5%	
 ﾠv/v	
 ﾠdi	
 ﾠbuffer	
 ﾠidentico	
 ﾠa	
 ﾠquello	
 ﾠdi	
 ﾠdigestione,	
 ﾠma	
 ﾠcon	
 ﾠL-ﾭ‐Cys	
 ﾠ100mM.	
 ﾠLa	
 ﾠ
digestione	
 ﾠavviene	
 ﾠa	
 ﾠ+60°C	
 ﾠsotto	
 ﾠagitazione	
 ﾠcontinua[43].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2.3	
 ﾠProtocolli	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzazione	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠ condotti	
 ﾠ valvolari	
 ﾠ nativi	
 ﾠ utilizzati	
 ﾠ come	
 ﾠ controlli	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ delipidizzati	
 ﾠ in	
 ﾠ
preparazione	
 ﾠall’analisi	
 ﾠHPLC.	
 ﾠQuesto	
 ﾠprocedimento	
 ﾠmira	
 ﾠa	
 ﾠrimuovere	
 ﾠla	
 ﾠcomponente	
 ﾠ
lipidica	
 ﾠdelle	
 ﾠmembrane	
 ﾠcellulari,	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠeliminare	
 ﾠil	
 ﾠpiù	
 ﾠpossibile	
 ﾠla	
 ﾠproduzione	
 ﾠdi	
 ﾠ
segnali	
 ﾠ classificati	
 ﾠ come	
 ﾠ “rumore	
 ﾠ di	
 ﾠ fondo”	
 ﾠ in	
 ﾠ grado	
 ﾠ di	
 ﾠ complicare	
 ﾠ le	
 ﾠ indagini	
 ﾠ
strumentali.	
 ﾠ	
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 ﾠ
La	
 ﾠmetodica	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzazione	
 ﾠprevede	
 ﾠun	
 ﾠprimo	
 ﾠstep	
 ﾠin	
 ﾠcui	
 ﾠil	
 ﾠtessuto	
 ﾠbiologico	
 ﾠviene	
 ﾠ
immerso	
 ﾠin	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠcrescenti	
 ﾠdi	
 ﾠetanolo	
 ﾠ(EtOH),	
 ﾠseguite	
 ﾠda	
 ﾠsoluzioni	
 ﾠ
di	
 ﾠ cloroformio/metanolo	
 ﾠ in	
 ﾠ diversi	
 ﾠ rapporti.	
 ﾠ L’EtOH	
 ﾠ richiama	
 ﾠ l’acqua	
 ﾠ dalla	
 ﾠ cellula	
 ﾠ
disidratandola	
 ﾠe	
 ﾠi	
 ﾠsolventi	
 ﾠorganici	
 ﾠne	
 ﾠsolubilizzano	
 ﾠi	
 ﾠlipidi	
 ﾠdi	
 ﾠmembrana.	
 ﾠUn	
 ﾠsecondo	
 ﾠ
step	
 ﾠ assicura	
 ﾠ la	
 ﾠ reidratazione	
 ﾠ del	
 ﾠ tessuto,	
 ﾠ attraverso	
 ﾠ il	
 ﾠ passaggio	
 ﾠ in	
 ﾠ soluzioni	
 ﾠ a	
 ﾠ
concentrazioni	
 ﾠdecrescenti	
 ﾠdi	
 ﾠEtOH	
 ﾠed	
 ﾠinfine	
 ﾠin	
 ﾠacqua	
 ﾠovernight[43].	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2.4	
 ﾠCromatografia	
 ﾠliquida	
 ﾠad	
 ﾠalta	
 ﾠprestazione	
 ﾠ(HPLC)	
 ﾠ
Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ principale	
 ﾠ di	
 ﾠ analisi	
 ﾠ utilizzato	
 ﾠ per	
 ﾠ questo	
 ﾠ studio	
 ﾠ è	
 ﾠ l’HPLC	
 ﾠ ovvero	
 ﾠ High-ﾭ‐
Performance	
 ﾠLiquid	
 ﾠCromatography.	
 ﾠÈ	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠcromatografico	
 ﾠsfruttato	
 ﾠper	
 ﾠle	
 ﾠsue	
 ﾠ
potenzialità	
 ﾠnell’analisi	
 ﾠquantitativa.	
 ﾠSi	
 ﾠtratta	
 ﾠdi	
 ﾠcromatografia	
 ﾠliquida	
 ﾠa	
 ﾠfase	
 ﾠinversa	
 ﾠe	
 ﾠad	
 ﾠ
alta	
 ﾠpressione.	
 ﾠVengono	
 ﾠutilizzati	
 ﾠdifferenti	
 ﾠeluenti	
 ﾠin	
 ﾠfase	
 ﾠliquida	
 ﾠper	
 ﾠimplementare	
 ﾠun	
 ﾠ
metodo	
 ﾠ basato	
 ﾠ su	
 ﾠ un	
 ﾠ gradiente;	
 ﾠ viene	
 ﾠ utilizzata	
 ﾠ una	
 ﾠ colonna	
 ﾠ con	
 ﾠ elementi	
 ﾠ di	
 ﾠ
caratteristiche	
 ﾠprincipali	
 ﾠapolari	
 ﾠovvero	
 ﾠlunghe	
 ﾠcatene	
 ﾠpolimeriche	
 ﾠdi	
 ﾠcarbonio.	
 ﾠL’effetto	
 ﾠ
principale	
 ﾠdella	
 ﾠfase	
 ﾠstazionaria	
 ﾠè	
 ﾠquello	
 ﾠdi	
 ﾠtrattenere	
 ﾠgli	
 ﾠelementi	
 ﾠapolari	
 ﾠdella	
 ﾠmiscela	
 ﾠ
facendo	
 ﾠ eluire	
 ﾠ prima	
 ﾠ gli	
 ﾠ elementi	
 ﾠ polari	
 ﾠ poi	
 ﾠ quelli	
 ﾠ più.	
 ﾠ La	
 ﾠ colonna	
 ﾠ cromatografica	
 ﾠ è	
 ﾠ
l’elemento	
 ﾠprincipale	
 ﾠdel	
 ﾠsistema	
 ﾠHPLC	
 ﾠche	
 ﾠdi	
 ﾠsolito	
 ﾠè	
 ﾠcostituita	
 ﾠda	
 ﾠun	
 ﾠtubo	
 ﾠdi	
 ﾠacciaio	
 ﾠal	
 ﾠ
cui	
 ﾠinterno	
 ﾠè	
 ﾠpresente	
 ﾠun	
 ﾠmateriale	
 ﾠporoso	
 ﾠcostituito	
 ﾠdi	
 ﾠparticelle	
 ﾠdi	
 ﾠgrandezza	
 ﾠtra	
 ﾠ0,2	
 ﾠe	
 ﾠ
0,5	
 ﾠμm.	
 ﾠGli	
 ﾠaltri	
 ﾠelementi	
 ﾠdel	
 ﾠsistema	
 ﾠsono	
 ﾠla	
 ﾠpompa,	
 ﾠo	
 ﾠle	
 ﾠpompe,	
 ﾠche	
 ﾠgestiscono	
 ﾠil	
 ﾠflusso	
 ﾠ
dei	
 ﾠ possibili	
 ﾠ diversi	
 ﾠ eluenti	
 ﾠ verso	
 ﾠ la	
 ﾠ colonna,	
 ﾠ questo	
 ﾠ sistema	
 ﾠ ha	
 ﾠ bisogno	
 ﾠ di	
 ﾠ flusso	
 ﾠ
costante	
 ﾠe	
 ﾠcontrollato,	
 ﾠessendo	
 ﾠla	
 ﾠcolonna	
 ﾠmolto	
 ﾠsensibile	
 ﾠè	
 ﾠnecessario	
 ﾠevitare	
 ﾠsbalzi	
 ﾠdi	
 ﾠ
flusso	
 ﾠimportanti.	
 ﾠPer	
 ﾠevitare	
 ﾠil	
 ﾠblocco	
 ﾠdelle	
 ﾠpompe	
 ﾠa	
 ﾠcausa	
 ﾠdi	
 ﾠaria	
 ﾠpresente	
 ﾠnegli	
 ﾠeluenti	
 ﾠ
questi	
 ﾠ vengono	
 ﾠ degassati.	
 ﾠ Gli	
 ﾠ ultimi	
 ﾠ due	
 ﾠ elementi	
 ﾠ del	
 ﾠ sistema	
 ﾠ sono	
 ﾠ un	
 ﾠ iniettore	
 ﾠ o	
 ﾠ
autocampionatore	
 ﾠche	
 ﾠè	
 ﾠin	
 ﾠgrado	
 ﾠdi	
 ﾠiniettare	
 ﾠpiccole	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠcomposto	
 ﾠall’interno	
 ﾠ
della	
 ﾠcolonna,	
 ﾠche	
 ﾠnel	
 ﾠnostro	
 ﾠcaso	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠutilizzato	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠcomposto	
 ﾠche	
 ﾠ
noi	
 ﾠ facciamo	
 ﾠ eluire	
 ﾠ è	
 ﾠ troppo	
 ﾠ elevata	
 ﾠ ,	
 ﾠ e	
 ﾠ il	
 ﾠ detector,	
 ﾠ strumento	
 ﾠ essenziale	
 ﾠ per	
 ﾠ la	
 ﾠ
rilevazione	
 ﾠdei	
 ﾠdati.	
 ﾠ	
 ﾠ
Essendo	
 ﾠ le	
 ﾠ interazioni	
 ﾠ principali	
 ﾠ sfruttate	
 ﾠ da	
 ﾠ questo	
 ﾠ sistema	
 ﾠ quelle	
 ﾠ più	
 ﾠ deboli	
 ﾠ tra	
 ﾠ le	
 ﾠ
molecole	
 ﾠ(forze	
 ﾠdi	
 ﾠVan	
 ﾠder	
 ﾠWaals	
 ﾠe	
 ﾠinterazioni	
 ﾠidrofobiche),	
 ﾠesso	
 ﾠè	
 ﾠpiù	
 ﾠrobusto	
 ﾠe	
 ﾠpreciso	
 ﾠ
di	
 ﾠ altri	
 ﾠ sistemi	
 ﾠ separativi	
 ﾠ nei	
 ﾠ confronti	
 ﾠ di	
 ﾠ analiti	
 ﾠ dalle	
 ﾠ caratteristiche	
 ﾠ molto	
 ﾠ simili.	
 ﾠ
L’ottimizzazione	
 ﾠ della	
 ﾠ cromatografia	
 ﾠ liquida	
 ﾠ avviene	
 ﾠ grazie	
 ﾠ alla	
 ﾠ dinamica	
 ﾠ variazione	
 ﾠ
della	
 ﾠcomposizione	
 ﾠdella	
 ﾠfase	
 ﾠliquida	
 ﾠutilizzata	
 ﾠper	
 ﾠfar	
 ﾠeluire	
 ﾠl’analita.	
 ﾠQuesto	
 ﾠtipo	
 ﾠdi	
 ﾠ
eluizione	
 ﾠè	
 ﾠdenominata	
 ﾠa	
 ﾠgradiente	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠdifferenzia	
 ﾠda	
 ﾠquella	
 ﾠisocratica	
 ﾠdove	
 ﾠinvece	
 ﾠsi	
 ﾠusa	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
lo	
 ﾠstesso	
 ﾠeluente	
 ﾠper	
 ﾠtutta	
 ﾠla	
 ﾠcorsa.	
 ﾠIl	
 ﾠgradiente	
 ﾠsi	
 ﾠottiene	
 ﾠmodificando	
 ﾠnel	
 ﾠtempo	
 ﾠla	
 ﾠ
percentuale	
 ﾠ dei	
 ﾠ diversi	
 ﾠ eluenti	
 ﾠ nella	
 ﾠ fase	
 ﾠ mobile.	
 ﾠ L’eluizione	
 ﾠ a	
 ﾠ gradiente	
 ﾠ risulta	
 ﾠ
fondamentale	
 ﾠ per	
 ﾠ ottenere	
 ﾠ una	
 ﾠ migliore	
 ﾠ separazione	
 ﾠ dei	
 ﾠ differenti	
 ﾠ analiti	
 ﾠ e	
 ﾠ una	
 ﾠ
conseguente	
 ﾠmigliore	
 ﾠseparazione	
 ﾠdei	
 ﾠpicchi	
 ﾠrisultanti	
 ﾠsul	
 ﾠcromatogramma.	
 ﾠ	
 ﾠ
Un	
 ﾠulteriore	
 ﾠaccorgimento	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠnostri	
 ﾠstudi	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠfatto	
 ﾠstudiando	
 ﾠle	
 ﾠpeculiarità	
 ﾠdegli	
 ﾠ
analiti	
 ﾠda	
 ﾠquantificare.	
 ﾠI	
 ﾠdetergenti	
 ﾠeluiscono	
 ﾠmeglio	
 ﾠin	
 ﾠambiente	
 ﾠacido	
 ﾠed	
 ﾠè	
 ﾠper	
 ﾠquesto	
 ﾠ
motivo	
 ﾠche	
 ﾠle	
 ﾠnostre	
 ﾠfasi	
 ﾠmobili	
 ﾠcontengono	
 ﾠuna	
 ﾠbassa	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠdi	
 ﾠTFA	
 ﾠ(nello	
 ﾠ
specifico	
 ﾠper	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠlo	
 ﾠ0.05%).	
 ﾠIl	
 ﾠTFA	
 ﾠagisce	
 ﾠcome	
 ﾠcoppia	
 ﾠionica,	
 ﾠaumentando	
 ﾠla	
 ﾠ
ritenzione,	
 ﾠ favorendo	
 ﾠ la	
 ﾠ solubilità	
 ﾠ dei	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ e	
 ﾠ riducendo	
 ﾠ le	
 ﾠ interazioni	
 ﾠ
elettrostatiche	
 ﾠdi	
 ﾠquesti	
 ﾠcon	
 ﾠgli	
 ﾠeventuali	
 ﾠresidui	
 ﾠsilanolici	
 ﾠpresenti	
 ﾠsulla	
 ﾠfase	
 ﾠstazionaria.	
 ﾠ
	
 ﾠ In	
 ﾠ questo	
 ﾠ studio	
 ﾠ la	
 ﾠ fase	
 ﾠ stazionaria	
 ﾠ consiste	
 ﾠ in	
 ﾠ una	
 ﾠ colonna	
 ﾠ con	
 ﾠ gel	
 ﾠ di	
 ﾠ silice	
 ﾠ
funzionalizzata	
 ﾠ con	
 ﾠ catene	
 ﾠ idrocarburiche	
 ﾠ lineari	
 ﾠ di	
 ﾠ 18	
 ﾠ atomi	
 ﾠ di	
 ﾠ carbonio	
 ﾠ (Colonna	
 ﾠ
Vydac	
 ﾠ218TPC	
 ﾠ18	
 ﾠ250mmx4.6mm).	
 ﾠLa	
 ﾠfase	
 ﾠmobile	
 ﾠè	
 ﾠuna	
 ﾠdiversa	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠdi	
 ﾠ
due	
 ﾠ eluenti:	
 ﾠ A	
 ﾠ (0.05%	
 ﾠ TFA	
 ﾠ in	
 ﾠ H2O	
 ﾠ MilliQ)	
 ﾠ e	
 ﾠ B	
 ﾠ (0.05%	
 ﾠ TFA	
 ﾠ in	
 ﾠ acetonitrile)	
 ﾠ
opportunamente	
 ﾠdegassati	
 ﾠcon	
 ﾠelio.	
 ﾠUn	
 ﾠcampione	
 ﾠdi	
 ﾠvolume	
 ﾠpari	
 ﾠa	
 ﾠ6	
 ﾠml	
 ﾠnell’analisi	
 ﾠdi	
 ﾠ
DOC,	
 ﾠTDOC	
 ﾠe	
 ﾠCOL	
 ﾠe	
 ﾠdi	
 ﾠ9	
 ﾠml	
 ﾠnell’analisi	
 ﾠdel	
 ﾠSDS	
 ﾠprecedentemente	
 ﾠfiltrato	
 ﾠ(filtri	
 ﾠda	
 ﾠ0.45	
 ﾠ
μm)	
 ﾠe	
 ﾠsonicato	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠintrodotto,	
 ﾠtramite	
 ﾠaspirazione	
 ﾠutilizzando	
 ﾠuna	
 ﾠdelle	
 ﾠquattro	
 ﾠvie	
 ﾠ
solvente	
 ﾠdel	
 ﾠcromatografo,	
 ﾠin	
 ﾠtesta	
 ﾠalla	
 ﾠcolonna	
 ﾠcon	
 ﾠdue	
 ﾠlavaggi	
 ﾠdi	
 ﾠvolume	
 ﾠpari	
 ﾠal	
 ﾠvolume	
 ﾠ
del	
 ﾠcampione	
 ﾠintrodotto	
 ﾠciascuno	
 ﾠcon	
 ﾠeluente	
 ﾠA.	
 ﾠL’analisi	
 ﾠprevede	
 ﾠuna	
 ﾠprima	
 ﾠfase	
 ﾠdi	
 ﾠ
eluizione	
 ﾠ in	
 ﾠ modalità	
 ﾠ isocratica	
 ﾠ (100%	
 ﾠ eluente	
 ﾠ A	
 ﾠ per	
 ﾠ 50	
 ﾠ minuti)	
 ﾠ che	
 ﾠ permette	
 ﾠ di	
 ﾠ
allontanare	
 ﾠla	
 ﾠparte	
 ﾠpolare	
 ﾠdel	
 ﾠdigerito	
 ﾠfino	
 ﾠad	
 ﾠottenere	
 ﾠil	
 ﾠripristino	
 ﾠdella	
 ﾠlinea	
 ﾠbase	
 ﾠad	
 ﾠ
un	
 ﾠvalore	
 ﾠdi	
 ﾠassorbanza	
 ﾠbasso	
 ﾠcostante.	
 ﾠLa	
 ﾠseconda	
 ﾠfase	
 ﾠconsiste	
 ﾠnell’applicazione	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠ
gradiente	
 ﾠdi	
 ﾠeluizione	
 ﾠdifferente	
 ﾠa	
 ﾠseconda	
 ﾠdel	
 ﾠdetergente	
 ﾠda	
 ﾠanalizzare:	
 ﾠ
-ﾭ‐  DEOSSICOLATO	
 ﾠDI	
 ﾠSODIO:	
 ﾠdallo	
 ﾠ0	
 ﾠall’80%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ40	
 ﾠminuti;	
 ﾠ
-ﾭ‐  COLATO	
 ﾠDI	
 ﾠSODIO:	
 ﾠdallo	
 ﾠ0	
 ﾠal	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ18	
 ﾠminuti	
 ﾠe	
 ﾠpoi	
 ﾠdal	
 ﾠ36	
 ﾠal	
 ﾠ66%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠ
minuti;	
 ﾠ
-ﾭ‐  TAURODEOSSICOLATO	
 ﾠDI	
 ﾠSODIO:	
 ﾠdallo	
 ﾠ0	
 ﾠal	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ18	
 ﾠminuti	
 ﾠe	
 ﾠpoi	
 ﾠdal	
 ﾠ36	
 ﾠal	
 ﾠ
66%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠ
-ﾭ‐  SODIO	
 ﾠDODECILSOLFATO:	
 ﾠdallo	
 ﾠ0	
 ﾠal	
 ﾠ40	
 ﾠ%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ20	
 ﾠminuti	
 ﾠe	
 ﾠpoi	
 ﾠdal	
 ﾠ40	
 ﾠal	
 ﾠ70%	
 ﾠdi	
 ﾠB	
 ﾠ
in	
 ﾠ30	
 ﾠminuti.	
 ﾠ
Ciascun	
 ﾠ gradiente	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ messo	
 ﾠ a	
 ﾠ punto	
 ﾠ utilizzando	
 ﾠ arricchimenti	
 ﾠ di	
 ﾠ digerito	
 ﾠ
delipidizzato	
 ﾠ con	
 ﾠ ciascuno	
 ﾠ dei	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ in	
 ﾠ esame	
 ﾠ in	
 ﾠ modo	
 ﾠ da	
 ﾠ ottenere	
 ﾠ l’eluizione	
 ﾠ
dell’analita	
 ﾠ in	
 ﾠ una	
 ﾠ parte	
 ﾠ del	
 ﾠ cromatogramma	
 ﾠ “sgombra”	
 ﾠ dal	
 ﾠ contributo	
 ﾠ di	
 ﾠ altre	
 ﾠ
componenti	
 ﾠdel	
 ﾠdigerito.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Sono	
 ﾠstati	
 ﾠutilizzati	
 ﾠ2	
 ﾠdifferenti	
 ﾠrilevatori:	
 ﾠ
-ﾭ‐  Waters	
 ﾠ996	
 ﾠPDA	
 ﾠDetector	
 ﾠOptics	
 ﾠimpostato	
 ﾠsulla	
 ﾠlettura	
 ﾠdella	
 ﾠlunghezza	
 ﾠd’onda	
 ﾠ
200	
 ﾠnm	
 ﾠdove	
 ﾠassorbano	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti.	
 ﾠIl	
 ﾠcromatogramma	
 ﾠottenuto	
 ﾠè	
 ﾠanalizzato	
 ﾠdal	
 ﾠ
software	
 ﾠEmpower	
 ﾠfornito	
 ﾠda	
 ﾠWaters[38,39].	
 ﾠ
-ﾭ‐  Waters	
 ﾠ 2424	
 ﾠ Evaporative	
 ﾠ Light	
 ﾠ Scattering	
 ﾠ Detector	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ3.0.1:	
 ﾠSchema	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠtipico	
 ﾠsistema	
 ﾠHPLC	
 ﾠ
L’area	
 ﾠ sottesa	
 ﾠ dal	
 ﾠ picco	
 ﾠ corrispondente	
 ﾠ ad	
 ﾠ un	
 ﾠ determinato	
 ﾠ detergente	
 ﾠ nel	
 ﾠ
cromatogramma	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠalla	
 ﾠquantità	
 ﾠdello	
 ﾠstesso.	
 ﾠSono	
 ﾠstate	
 ﾠquindi	
 ﾠottenute	
 ﾠle	
 ﾠ
rette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠdifferenti	
 ﾠdetergenti	
 ﾠanalizzando	
 ﾠdiverse	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠnote	
 ﾠdi	
 ﾠ
detergente	
 ﾠ all’interno	
 ﾠ di	
 ﾠ soluzioni	
 ﾠ di	
 ﾠ digerito	
 ﾠ delipidizzato	
 ﾠ non	
 ﾠ trattato.	
 ﾠ Una	
 ﾠ volta	
 ﾠ
ottenuta	
 ﾠ la	
 ﾠ retta	
 ﾠ di	
 ﾠ taratura	
 ﾠ questa	
 ﾠ è	
 ﾠ stata	
 ﾠ utilizzata	
 ﾠ per	
 ﾠ quantificare	
 ﾠ il	
 ﾠ detergente	
 ﾠ
residuo	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠi	
 ﾠdifferenti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdecellularizzanti.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2.5	
 ﾠII	
 ﾠDetector	
 ﾠPDA	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠspettroscopia	
 ﾠdi	
 ﾠassorbimento	
 ﾠUV/Vis	
 ﾠ
Il	
 ﾠ detector	
 ﾠ utilizzato	
 ﾠ nell’analisi	
 ﾠ di	
 ﾠ DOC,	
 ﾠ COL	
 ﾠ e	
 ﾠ TDOC	
 ﾠ è	
 ﾠ il	
 ﾠ Waters	
 ﾠ 996	
 ﾠ PDA	
 ﾠ Detector	
 ﾠ
Optics.	
 ﾠ Questo	
 ﾠ strumento	
 ﾠ determina	
 ﾠ l’assorbimento	
 ﾠ ad	
 ﾠ una	
 ﾠ certa	
 ﾠ lunghezza	
 ﾠ d’onda	
 ﾠ
dell’eluito.	
 ﾠ La	
 ﾠ legge	
 ﾠ che	
 ﾠ regola	
 ﾠ questo	
 ﾠ fenomeno	
 ﾠ è	
 ﾠ detta	
 ﾠ legge	
 ﾠ di	
 ﾠ Lambert-ﾭ‐Beer:	
 ﾠ il	
 ﾠ
rapporto	
 ﾠtra	
 ﾠle	
 ﾠintensità	
 ﾠdi	
 ﾠluce	
 ﾠincidente	
 ﾠ(I0)	
 ﾠed	
 ﾠassorbita	
 ﾠ(I1)	
 ﾠdal	
 ﾠmezzo	
 ﾠdi	
 ﾠspessore	
 ﾠl	
 ﾠè	
 ﾠ
espresso	
 ﾠda:	
 ﾠ
  
  
=      =   =    	
 ﾠ
dove	
 ﾠkλ	
 ﾠè	
 ﾠdetto	
 ﾠcoefficiente	
 ﾠdi	
 ﾠassorbimento	
 ﾠed	
 ﾠdipende	
 ﾠdal	
 ﾠmezzo	
 ﾠsu	
 ﾠcui	
 ﾠincide	
 ﾠla	
 ﾠluce	
 ﾠe	
 ﾠ
dalla	
 ﾠlunghezza	
 ﾠd’onda	
 ﾠdella	
 ﾠluce	
 ﾠstessa.	
 ﾠT	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠTrasmittanza	
 ﾠmentre	
 ﾠl’Assorbanza	
 ﾠ(A)	
 ﾠè	
 ﾠ
definita	
 ﾠcome	
 ﾠl’opposto	
 ﾠdel	
 ﾠlogaritmo	
 ﾠnaturale	
 ﾠdella	
 ﾠTrasmittanza.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
È	
 ﾠ possibile	
 ﾠ rendere	
 ﾠ più	
 ﾠ precisa	
 ﾠ la	
 ﾠ notazione	
 ﾠ dell’assorbanza	
 ﾠ inserendo	
 ﾠ    	
 ﾠdetta	
 ﾠ
estinzione	
 ﾠmolare	
 ﾠe	
 ﾠM	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠmolare	
 ﾠdella	
 ﾠsoluzione:	
 ﾠ
  =     	
 ﾠ
Il	
 ﾠdetector	
 ﾠè	
 ﾠcostituito	
 ﾠda	
 ﾠvari	
 ﾠelementi:	
 ﾠ	
 ﾠ
-ﾭ‐  una	
 ﾠlampada	
 ﾠal	
 ﾠdeuterio	
 ﾠche	
 ﾠfornisce	
 ﾠuna	
 ﾠluce	
 ﾠdi	
 ﾠlunghezza	
 ﾠd’onda	
 ﾠtra	
 ﾠi	
 ﾠ190	
 ﾠnm	
 ﾠe	
 ﾠ
gli	
 ﾠ800	
 ﾠnm	
 ﾠa	
 ﾠspettro	
 ﾠcontinuo,	
 ﾠparte	
 ﾠdel	
 ﾠflusso	
 ﾠdi	
 ﾠquesta	
 ﾠluce	
 ﾠviene	
 ﾠriflessa	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠ
beamspitter	
 ﾠ verso	
 ﾠ un	
 ﾠ diodo	
 ﾠ di	
 ﾠ riferimento	
 ﾠ che	
 ﾠ rivela	
 ﾠ variazioni	
 ﾠ di	
 ﾠ intensità;	
 ﾠ
questo	
 ﾠ allo	
 ﾠ scopo	
 ﾠ di	
 ﾠ mantenere	
 ﾠ costante	
 ﾠ l’intensità	
 ﾠ emessa.	
 ﾠ La	
 ﾠ lampada	
 ﾠ al	
 ﾠ
deuterio	
 ﾠcausa	
 ﾠuna	
 ﾠderiva	
 ﾠdella	
 ﾠlinea	
 ﾠbasa	
 ﾠa	
 ﾠcausa	
 ﾠdell’intensità	
 ﾠemessa	
 ﾠdi	
 ﾠcirca	
 ﾠ1-ﾭ‐
2	
 ﾠe-ﾭ‐3	
 ﾠed	
 ﾠun	
 ﾠrumore	
 ﾠdi	
 ﾠfondo	
 ﾠdi	
 ﾠ2	
 ﾠE-ﾭ‐5	
 ﾠAU	
 ﾠ(±1	
 ﾠe-ﾭ‐5	
 ﾠAU)	
 ﾠa	
 ﾠ254	
 ﾠnm.	
 ﾠ
-ﾭ‐  La	
 ﾠFlow	
 ﾠCell	
 ﾠche	
 ﾠcontiene	
 ﾠl’eluente	
 ﾠda	
 ﾠanalizzare.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Spettrografo	
 ﾠe	
 ﾠspecchio	
 ﾠche	
 ﾠindirizzano	
 ﾠla	
 ﾠluce	
 ﾠuscente	
 ﾠdalla	
 ﾠFlow	
 ﾠCell	
 ﾠattraverso	
 ﾠ
un’apertura	
 ﾠche	
 ﾠcontrolla	
 ﾠla	
 ﾠlunghezza	
 ﾠd’onda	
 ﾠpassante	
 ﾠe	
 ﾠl’intensità.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Il	
 ﾠreticolo	
 ﾠdi	
 ﾠdiffrazione	
 ﾠche	
 ﾠsepara	
 ﾠla	
 ﾠluce	
 ﾠnelle	
 ﾠdiverse	
 ﾠlunghezze	
 ﾠd’onda	
 ﾠed	
 ﾠla	
 ﾠ
indirizza	
 ﾠverso	
 ﾠi	
 ﾠfotodiodi.	
 ﾠ	
 ﾠ
-ﾭ‐  Un	
 ﾠfiltro	
 ﾠdi	
 ﾠsecondo	
 ﾠordine	
 ﾠutilizzato	
 ﾠper	
 ﾠridurre	
 ﾠil	
 ﾠcontributo	
 ﾠdi	
 ﾠriflessione	
 ﾠdegli	
 ﾠ
UV.	
 ﾠ
-ﾭ‐  Un	
 ﾠarray	
 ﾠdi	
 ﾠ512	
 ﾠfotodiodi	
 ﾠa	
 ﾠgiunzione	
 ﾠPIN,	
 ﾠgrazie	
 ﾠal	
 ﾠreticolo	
 ﾠdi	
 ﾠdiffrazione	
 ﾠsu	
 ﾠogni	
 ﾠ
fotodiodo	
 ﾠ incide	
 ﾠ una	
 ﾠ certa	
 ﾠ lunghezza	
 ﾠ d’onda	
 ﾠ riuscendo	
 ﾠ così	
 ﾠ a	
 ﾠ garantire	
 ﾠ una	
 ﾠ
precisione	
 ﾠdi	
 ﾠ1,2	
 ﾠnm.	
 ﾠLa	
 ﾠluce	
 ﾠincidente	
 ﾠprovoca,	
 ﾠgrazie	
 ﾠall’effetto	
 ﾠfotoelettrico	
 ﾠla	
 ﾠ
generazione	
 ﾠ di	
 ﾠ una	
 ﾠ fotocorrente	
 ﾠ che	
 ﾠ viene	
 ﾠ rivelata	
 ﾠ e	
 ﾠ calcolata	
 ﾠ dal	
 ﾠ detector	
 ﾠ
tenendo	
 ﾠconto	
 ﾠanche	
 ﾠdella	
 ﾠdark	
 ﾠcurrent[42].	
 ﾠ
	
 ﾠ
3.2.6	
 ﾠIl	
 ﾠDetector	
 ﾠELS:	
 ﾠrivelatore	
 ﾠevaporativo	
 ﾠa	
 ﾠluce	
 ﾠdiffusa	
 ﾠ
Per	
 ﾠl’analisi	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠquantificazione	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdi	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠdecellularizzato	
 ﾠ
con	
 ﾠ il	
 ﾠ protocollo	
 ﾠ denominato	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ utilizzato	
 ﾠ il	
 ﾠ 2424	
 ﾠ Evaporative	
 ﾠ Light	
 ﾠ
Scattering	
 ﾠDetector.	
 ﾠIl	
 ﾠsuo	
 ﾠfunzionamento	
 ﾠsi	
 ﾠbasa	
 ﾠsu	
 ﾠun	
 ﾠconcetto	
 ﾠdifferente	
 ﾠrispetto	
 ﾠal	
 ﾠ
detector	
 ﾠPDA.	
 ﾠ
Le	
 ﾠparticelle	
 ﾠdell’analita	
 ﾠentrano	
 ﾠnella	
 ﾠregione	
 ﾠdi	
 ﾠrivelazione	
 ﾠe	
 ﾠsu	
 ﾠdi	
 ﾠesse	
 ﾠincide	
 ﾠuna	
 ﾠ
sorgente	
 ﾠdi	
 ﾠluce.	
 ﾠQuesta	
 ﾠviene	
 ﾠquindi	
 ﾠdispersa	
 ﾠe	
 ﾠfocalizzata	
 ﾠin	
 ﾠun	
 ﾠtubo	
 ﾠfotomoltiplicatore	
 ﾠ
(PMT)	
 ﾠdove	
 ﾠne	
 ﾠviene	
 ﾠmisurata	
 ﾠl'intensità.	
 ﾠ
La	
 ﾠdimensione	
 ﾠ(nello	
 ﾠspecifico	
 ﾠil	
 ﾠdiametro)	
 ﾠdelle	
 ﾠparticelle	
 ﾠdi	
 ﾠanalita	
 ﾠdetermina	
 ﾠcome	
 ﾠla	
 ﾠ
luce	
 ﾠviene	
 ﾠdiffusa.	
 ﾠIl	
 ﾠrilevatore	
 ﾠmisura	
 ﾠl'intensità	
 ﾠdella	
 ﾠluce	
 ﾠdiffusa	
 ﾠa	
 ﾠ60°	
 ﾠrispetto	
 ﾠal	
 ﾠfascio	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
di	
 ﾠ emissione	
 ﾠ per	
 ﾠ minimizzare	
 ﾠ gli	
 ﾠ effetti	
 ﾠ di	
 ﾠ polarizzazioni.	
 ﾠ Particelle	
 ﾠ di	
 ﾠ diverse	
 ﾠ
dimensioni	
 ﾠ mostrano	
 ﾠ diverse	
 ﾠ distribuzioni	
 ﾠ angolari	
 ﾠ della	
 ﾠ luce	
 ﾠ diffusa.	
 ﾠ In	
 ﾠ generale,	
 ﾠ le	
 ﾠ
particelle	
 ﾠpiù	
 ﾠgrandi	
 ﾠdisperdono	
 ﾠmaggiormente	
 ﾠla	
 ﾠluce,	
 ﾠproducendo	
 ﾠsegnali	
 ﾠpiù	
 ﾠintensi.	
 ﾠ
Il	
 ﾠtubo	
 ﾠfotomoltiplicatore	
 ﾠ(PMT)	
 ﾠconverte	
 ﾠil	
 ﾠsegnale	
 ﾠdella	
 ﾠluce	
 ﾠdiffusa	
 ﾠa	
 ﾠuna	
 ﾠtensione	
 ﾠche	
 ﾠ
può	
 ﾠessere	
 ﾠregistrata	
 ﾠed	
 ﾠanalizzata.	
 ﾠPiù	
 ﾠforte	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠdispersione,	
 ﾠpiù	
 ﾠintenso	
 ﾠè	
 ﾠil	
 ﾠsegnale	
 ﾠ
finale	
 ﾠsul	
 ﾠrilevamento	
 ﾠcromatogramma	
 ﾠELS.	
 ﾠ	
 ﾠ
Per	
 ﾠun	
 ﾠnebulizzatore	
 ﾠche	
 ﾠproduce	
 ﾠgoccioline	
 ﾠdi	
 ﾠdiametro	
 ﾠmedio	
 ﾠD0,	
 ﾠil	
 ﾠcorrispondente	
 ﾠ
diametro	
 ﾠmedio	
 ﾠdi	
 ﾠuna	
 ﾠparticella	
 ﾠd’analita	
 ﾠsecco	
 ﾠè:	
 ﾠ
  =       
  	
 ﾠ
dove	
 ﾠc	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠdell'analita	
 ﾠe	
 ﾠp	
 ﾠè	
 ﾠla	
 ﾠdensità	
 ﾠdella	
 ﾠsostanza	
 ﾠda	
 ﾠanalizzare.	
 ﾠ
Ogni	
 ﾠpicco	
 ﾠdi	
 ﾠrisposta	
 ﾠdel	
 ﾠrivelatore	
 ﾠELS	
 ﾠpuò	
 ﾠessere	
 ﾠcausato	
 ﾠda	
 ﾠtre	
 ﾠdifferenti	
 ﾠfenomeni	
 ﾠdi	
 ﾠ
diffusione	
 ﾠ della	
 ﾠ luce,	
 ﾠ dipendenti	
 ﾠ dalla	
 ﾠ dimensione	
 ﾠ delle	
 ﾠ particelle.	
 ﾠ In	
 ﾠ particolare	
 ﾠ il	
 ﾠ
discriminante	
 ﾠè	
 ﾠil	
 ﾠfattore	
 ﾠ 
 :	
 ﾠ
-ﾭ‐  lo	
 ﾠ scattering	
 ﾠ di	
 ﾠ Rayleigh	
 ﾠ si	
 ﾠ verifica	
 ﾠ per	
 ﾠ le	
 ﾠ particelle	
 ﾠ più	
 ﾠ piccole	
 ﾠ ovvero	
 ﾠ dove	
 ﾠ	
 ﾠ
 
  < 0.1,	
 ﾠ la	
 ﾠ luce	
 ﾠ diffusa	
 ﾠ dalla	
 ﾠ suddetta	
 ﾠ particella	
 ﾠ è	
 ﾠ proporzionale	
 ﾠ a	
 ﾠ D6,	
 ﾠ e	
 ﾠ di	
 ﾠ
conseguenza	
 ﾠil	
 ﾠsegnale	
 ﾠemesso	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠa	
 ﾠc2.	
 ﾠ
-ﾭ‐  lo	
 ﾠ scattering	
 ﾠ di	
 ﾠ Mie	
 ﾠ si	
 ﾠ verifica	
 ﾠ per	
 ﾠ le	
 ﾠ particelle	
 ﾠ in	
 ﾠ cui	
 ﾠ0.1 <  
  < 1.0	
 ﾠla	
 ﾠ luce	
 ﾠ
diffusa	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠa	
 ﾠD4,	
 ﾠe	
 ﾠil	
 ﾠsegnale	
 ﾠemesso	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠc4/3.	
 ﾠ
-ﾭ‐  	
 ﾠlo	
 ﾠ scattering	
 ﾠ del	
 ﾠ tipo	
 ﾠ rifrazione-ﾭ‐riflessione	
 ﾠ si	
 ﾠ verifica	
 ﾠ per	
 ﾠ le	
 ﾠ particelle	
 ﾠ in	
 ﾠ cui	
 ﾠ
 
  > 1.0	
 ﾠla	
 ﾠluce	
 ﾠdiffusa	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠa	
 ﾠD2	
 ﾠe	
 ﾠil	
 ﾠsegnale	
 ﾠè	
 ﾠproporzionale	
 ﾠa	
 ﾠc2/3.	
 ﾠ
Vista	
 ﾠla	
 ﾠforte	
 ﾠdipendenza	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠrivelatore	
 ﾠdalla	
 ﾠgrandezza	
 ﾠdelle	
 ﾠparticelle,	
 ﾠla	
 ﾠsua	
 ﾠ
risposta	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠda	
 ﾠconsiderarsi	
 ﾠlineare	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠproporzionali	
 ﾠdi	
 ﾠanalita.	
 ﾠIl	
 ﾠlimite	
 ﾠ
imposto	
 ﾠdalla	
 ﾠnatura	
 ﾠdel	
 ﾠdetector	
 ﾠcostringe	
 ﾠuno	
 ﾠstudio	
 ﾠsu	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠmolto	
 ﾠvicine	
 ﾠdi	
 ﾠ
analita	
 ﾠo	
 ﾠin	
 ﾠalternativa	
 ﾠla	
 ﾠpossibilità	
 ﾠdi	
 ﾠcambiare	
 ﾠil	
 ﾠtipo	
 ﾠdi	
 ﾠfitting	
 ﾠdei	
 ﾠdati[41].	
 ﾠ
3.2.7	
 ﾠAnalisi	
 ﾠdi	
 ﾠmassa	
 ﾠ
Tutti	
 ﾠi	
 ﾠgradienti	
 ﾠutilizzati	
 ﾠnelle	
 ﾠcorse	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠimplementati	
 ﾠgrazie	
 ﾠa	
 ﾠ
studi	
 ﾠprecedenti	
 ﾠ[39,40].	
 ﾠGli	
 ﾠstudi	
 ﾠutilizzavano	
 ﾠil	
 ﾠsupporto	
 ﾠdelle	
 ﾠanalisi	
 ﾠdi	
 ﾠmassa.	
 ﾠAlcune	
 ﾠ
corse	
 ﾠ di	
 ﾠ prova	
 ﾠ del	
 ﾠ detergente	
 ﾠ sono	
 ﾠ state	
 ﾠ fatte	
 ﾠ in	
 ﾠ acqua	
 ﾠ per	
 ﾠ valutarne	
 ﾠ il	
 ﾠ tempo	
 ﾠ di	
 ﾠ
ritenzione.	
 ﾠ Successivamente	
 ﾠ sono	
 ﾠ state	
 ﾠ fatte	
 ﾠ corse	
 ﾠ del	
 ﾠ detergente	
 ﾠ in	
 ﾠ delipidizzato	
 ﾠ
raccogliendo	
 ﾠogni	
 ﾠpicco	
 ﾠrilevato	
 ﾠdal	
 ﾠdetector	
 ﾠin	
 ﾠprovette	
 ﾠseparate.	
 ﾠIl	
 ﾠcontenuto	
 ﾠdelle	
 ﾠ
provette	
 ﾠè	
 ﾠpoi	
 ﾠstato	
 ﾠliofilizzato	
 ﾠed	
 ﾠanalizzato	
 ﾠallo	
 ﾠspettrometro	
 ﾠdi	
 ﾠmassa	
 ﾠper	
 ﾠidentificare	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
in	
 ﾠ quale	
 ﾠ dei	
 ﾠ picchi	
 ﾠ osservati	
 ﾠ fosse	
 ﾠ presente	
 ﾠ il	
 ﾠ detergente.	
 ﾠ In	
 ﾠ questo	
 ﾠ modo	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ
possibile	
 ﾠosservare	
 ﾠgli	
 ﾠeventuali	
 ﾠcomplessi	
 ﾠche	
 ﾠil	
 ﾠdetergente	
 ﾠpoteva	
 ﾠformare	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠ
essere	
 ﾠsicuri	
 ﾠdi	
 ﾠintegrare	
 ﾠi	
 ﾠpicchi	
 ﾠcorretti	
 ﾠed	
 ﾠottenere	
 ﾠrette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠprecise.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ
CAPITOLO	
 ﾠ4	
 ﾠ
	
 ﾠ
Risultati	
 ﾠe	
 ﾠConclusioni	
 ﾠ
	
 ﾠ
4.1	
 ﾠCromatogrammi	
 ﾠ
Di	
 ﾠseguito	
 ﾠè	
 ﾠriportato	
 ﾠil	
 ﾠgrafico	
 ﾠottenuto	
 ﾠdalla	
 ﾠprima	
 ﾠparte	
 ﾠdel	
 ﾠmetodo.	
 ﾠQuesta	
 ﾠprevede	
 ﾠ
un	
 ﾠcondizionamento	
 ﾠdella	
 ﾠcolonna	
 ﾠcromatografia	
 ﾠal	
 ﾠ100%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠA	
 ﾠa	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min	
 ﾠ
per	
 ﾠalmeno	
 ﾠ10	
 ﾠminuti.	
 ﾠSuccessivamente	
 ﾠsi	
 ﾠesegue	
 ﾠl’aspirazione	
 ﾠdei	
 ﾠ6	
 ﾠml	
 ﾠdi	
 ﾠcampione	
 ﾠ
manualmente	
 ﾠe	
 ﾠsi	
 ﾠpuò	
 ﾠvedere	
 ﾠcome	
 ﾠil	
 ﾠcromatogramma	
 ﾠpresenti	
 ﾠuna	
 ﾠforte	
 ﾠperturbazione	
 ﾠ
causata	
 ﾠdal	
 ﾠmateriale	
 ﾠaspirato.	
 ﾠFinita	
 ﾠl’aspirazione	
 ﾠsi	
 ﾠcompie	
 ﾠun’isocratica	
 ﾠdi	
 ﾠ50	
 ﾠminuti	
 ﾠal	
 ﾠ
100%	
 ﾠA	
 ﾠcon	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠeluire	
 ﾠtutta	
 ﾠla	
 ﾠparte	
 ﾠidrofilica	
 ﾠdel	
 ﾠcampione	
 ﾠnon	
 ﾠdi	
 ﾠ
interesse	
 ﾠai	
 ﾠfini	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠe	
 ﾠriportare	
 ﾠla	
 ﾠlinea	
 ﾠbase	
 ﾠal	
 ﾠvalore	
 ﾠprecedente.	
 ﾠIl	
 ﾠsecondo	
 ﾠ
grafico	
 ﾠmostra	
 ﾠla	
 ﾠsola	
 ﾠdiscesa	
 ﾠdella	
 ﾠlinea	
 ﾠbase	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠè	
 ﾠil	
 ﾠgrafico	
 ﾠdella	
 ﾠsola	
 ﾠisocratica	
 ﾠdi	
 ﾠ
50	
 ﾠminuti.	
 ﾠ	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.1:	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografica	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠaspirazione	
 ﾠdel	
 ﾠcampione	
 ﾠed	
 ﾠisocratica	
 ﾠcon	
 ﾠcondizioni:	
 ﾠ
colonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠisocratica	
 ﾠ100%	
 ﾠeluente	
 ﾠA	
 ﾠper	
 ﾠ50	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm;	
 ﾠvelocità	
 ﾠ
della	
 ﾠcarta:	
 ﾠ0.5	
 ﾠcm/min.	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ4.2:	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografica	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠisocratica	
 ﾠcon	
 ﾠcondizioni:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠ
Polymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠisocratica	
 ﾠ
100%	
 ﾠeluente	
 ﾠA	
 ﾠper	
 ﾠ50	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Di	
 ﾠseguito	
 ﾠsaranno	
 ﾠinvece	
 ﾠriportati	
 ﾠi	
 ﾠcromatogrammi	
 ﾠdelle	
 ﾠcorse	
 ﾠutilizzate	
 ﾠper	
 ﾠle	
 ﾠvarie	
 ﾠ
rette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura.	
 ﾠCome	
 ﾠsarà	
 ﾠpossibile	
 ﾠvedere	
 ﾠdalle	
 ﾠfigure	
 ﾠi	
 ﾠpicchi	
 ﾠsaranno	
 ﾠper	
 ﾠogni	
 ﾠcorsa	
 ﾠ
via	
 ﾠvia	
 ﾠpiù	
 ﾠpiccoli,	
 ﾠgarantendo	
 ﾠla	
 ﾠpresenza	
 ﾠa	
 ﾠquel	
 ﾠtempo	
 ﾠdi	
 ﾠritenzione	
 ﾠdel	
 ﾠdetergente	
 ﾠe	
 ﾠ
assicurando	
 ﾠl’andamento	
 ﾠlineare	
 ﾠdella	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠnel	
 ﾠcampione	
 ﾠdelipidizzato.	
 ﾠ
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 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.3:	
 ﾠ5	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzato	
 ﾠdi	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠdigerito	
 ﾠcon	
 ﾠaggiunta	
 ﾠ
di	
 ﾠdiverse	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠCOL	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni	
 ﾠ:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠ
ml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠ
eluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ36	
 ﾠminuti	
 ﾠpoi	
 ﾠda	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ66%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠ
lettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.4:	
 ﾠ5	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzato	
 ﾠdi	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠdigerito	
 ﾠcon	
 ﾠaggiunta	
 ﾠ
di	
 ﾠdiverse	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠTDOC	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni	
 ﾠ:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠ
ml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠ
eluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ36	
 ﾠminuti	
 ﾠpoi	
 ﾠda	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ66%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠ
lettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
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Figura	
 ﾠ 4.6:	
 ﾠ 4	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzato	
 ﾠdi	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠdigerito	
 ﾠcon	
 ﾠaggiunta	
 ﾠdi	
 ﾠdiverse	
 ﾠ
concentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni	
 ﾠ:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠ
TFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ40%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ20	
 ﾠ
minuti	
 ﾠpoi	
 ﾠdl	
 ﾠ40%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ70%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠmediante	
 ﾠdetector	
 ﾠELS.	
 ﾠA	
 ﾠdestra	
 ﾠin	
 ﾠalto	
 ﾠ
ingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠparticolare	
 ﾠdel	
 ﾠcromatogramma	
 ﾠcerchiato	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.5:	
 ﾠ4	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠdelipidizzato	
 ﾠdi	
 ﾠlembo	
 ﾠaortico	
 ﾠdigerito	
 ﾠcon	
 ﾠaggiunta	
 ﾠdi	
 ﾠ
diverse	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠDOC	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni	
 ﾠ:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠ
ml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠ
B	
 ﾠa	
 ﾠ80%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ40	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠ
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 ﾠ
Di	
 ﾠseguito	
 ﾠinvece	
 ﾠi	
 ﾠcromatogrammi	
 ﾠdelle	
 ﾠcorse	
 ﾠdei	
 ﾠcampioni.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.7:	
 ﾠ3	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠDohmen	
 ﾠfiltrati	
 ﾠe	
 ﾠsonicati	
 ﾠ
con	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni	
 ﾠ:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠ
MilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ80%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ40	
 ﾠ
minuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠIn	
 ﾠalto	
 ﾠa	
 ﾠdestra	
 ﾠingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠparticolare	
 ﾠcerchiato:	
 ﾠpicco	
 ﾠ
corrispondente	
 ﾠal	
 ﾠdetergente.	
 ﾠ
A
U
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0.090
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0.110
0.120
0.130
0.140
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A
U
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33.40 33.60 33.80 34.00 34.20 34.40 34.60 34.80 35.00 35.20 35.40 35.60 35.80 36.00 36.20 36.40 36.60 36.80 37.00 37.20 37.40 37.60
Figura	
 ﾠ4.8:	
 ﾠ3	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠHaverich	
 ﾠfiltrati	
 ﾠe	
 ﾠ
sonicati	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ
80%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ40	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠIn	
 ﾠalto	
 ﾠa	
 ﾠdestra	
 ﾠingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠ
particolare	
 ﾠcerchiato:	
 ﾠpicco	
 ﾠcorrispondente	
 ﾠal	
 ﾠdetergente.	
 ﾠ	
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Figura	
 ﾠ4.10:	
 ﾠ3	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRITDOC	
 ﾠfiltrati	
 ﾠe	
 ﾠ
sonicati	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠcondizioni:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠ
in	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ36	
 ﾠ
minuti	
 ﾠpoi	
 ﾠda	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ66%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠIn	
 ﾠalto	
 ﾠa	
 ﾠ
destra	
 ﾠingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠparticolare	
 ﾠcerchiato:	
 ﾠpicco	
 ﾠcorrispondente	
 ﾠal	
 ﾠdetergente.	
 ﾠ
A
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1.20
1.40
1.60
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Minutes
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A
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30.00 30.20 30.40 30.60 30.80 31.00 31.20 31.40 31.60 31.80 32.00 32.20
Figura	
 ﾠ4.9:	
 ﾠ3	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRICOL	
 ﾠfiltrati	
 ﾠe	
 ﾠsonicati	
 ﾠcon	
 ﾠ
le	
 ﾠcondizioni:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠ
eluente	
 ﾠB:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ36	
 ﾠminuti	
 ﾠpoi	
 ﾠda	
 ﾠ
36%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ66%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠdell’assorbanza	
 ﾠa	
 ﾠ200nm.	
 ﾠIn	
 ﾠalto	
 ﾠa	
 ﾠdestra	
 ﾠ
ingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠparticolare	
 ﾠcerchiato:	
 ﾠpicco	
 ﾠcorrispondente	
 ﾠal	
 ﾠdetergente.	
 ﾠ	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.11:	
 ﾠ3	
 ﾠAnalisi	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠRP-ﾭ‐HPLC	
 ﾠdi	
 ﾠcampioni	
 ﾠtrattati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠHaverich	
 ﾠfiltrati	
 ﾠe	
 ﾠsonicati	
 ﾠcon	
 ﾠle	
 ﾠ
condizioni:	
 ﾠcolonna:	
 ﾠVydac	
 ﾠC18	
 ﾠ218TP	
 ﾠ5μ	
 ﾠPolymeric;	
 ﾠflusso	
 ﾠ1	
 ﾠml/min;	
 ﾠeluente	
 ﾠA:	
 ﾠ0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠH2O	
 ﾠMilliQ;	
 ﾠeluente	
 ﾠB:	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠTFA	
 ﾠin	
 ﾠCH3CN;	
 ﾠgradiente:	
 ﾠprima	
 ﾠda	
 ﾠ0%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ40%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ20	
 ﾠminuti	
 ﾠpoi	
 ﾠda	
 ﾠ40%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠa	
 ﾠ
70%	
 ﾠdi	
 ﾠeluente	
 ﾠB	
 ﾠin	
 ﾠ30	
 ﾠminuti;	
 ﾠlettura	
 ﾠcon	
 ﾠdetector	
 ﾠELS.	
 ﾠIn	
 ﾠalto	
 ﾠa	
 ﾠdestra	
 ﾠingrandimento	
 ﾠdel	
 ﾠparticolare	
 ﾠcerchiato:	
 ﾠpicco	
 ﾠ
corrispondente	
 ﾠal	
 ﾠdetergente.	
 ﾠ
	
 ﾠ
4.2	
 ﾠRette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠ
Da	
 ﾠciascuna	
 ﾠserie	
 ﾠdi	
 ﾠcromatogrammi	
 ﾠriportati	
 ﾠrispettivamente	
 ﾠalle	
 ﾠfigure	
 ﾠ4.3,	
 ﾠ4.3,	
 ﾠ4.5,	
 ﾠ4.6	
 ﾠ
sono	
 ﾠstate	
 ﾠottenute	
 ﾠle	
 ﾠaree	
 ﾠdei	
 ﾠpicchi	
 ﾠcorrispondenti	
 ﾠai	
 ﾠdetergenti.	
 ﾠ
Queste	
 ﾠ aree	
 ﾠ graficate	
 ﾠ contro	
 ﾠ la	
 ﾠ quantità	
 ﾠ (in	
 ﾠ mg	
 ﾠ o	
 ﾠ in	
 ﾠ μg	
 ﾠ nel	
 ﾠ solo	
 ﾠ caso	
 ﾠ del	
 ﾠ SDS)	
 ﾠ di	
 ﾠ
detergente	
 ﾠ con	
 ﾠ la	
 ﾠ quale	
 ﾠ si	
 ﾠ erano	
 ﾠ arricchiti	
 ﾠ il	
 ﾠ campione	
 ﾠ digerito	
 ﾠ delipidizzato	
 ﾠ hanno	
 ﾠ
fornito,	
 ﾠmediante	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠdei	
 ﾠminimi	
 ﾠquadrati	
 ﾠle	
 ﾠrette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdi	
 ﾠseguito	
 ﾠriportate.	
 ﾠ	
 ﾠ
Viene	
 ﾠinoltre	
 ﾠriportata	
 ﾠl’equazione	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠed	
 ﾠil	
 ﾠcoefficiente	
 ﾠdi	
 ﾠdeterminazione	
 ﾠR2	
 ﾠche	
 ﾠ
denota	
 ﾠla	
 ﾠprecisione	
 ﾠnell’interpolazione	
 ﾠdei	
 ﾠdati.	
 ﾠ
	
 ﾠ
4.2.1	
 ﾠColato	
 ﾠdi	
 ﾠSodio	
 ﾠ
In	
 ﾠseguito	
 ﾠè	
 ﾠinvece	
 ﾠriportato	
 ﾠil	
 ﾠgrafico	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠottenuta	
 ﾠinterpolando	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠ
delle	
 ﾠ aree	
 ﾠ dei	
 ﾠ picchi	
 ﾠ calcolate	
 ﾠ mediante	
 ﾠ il	
 ﾠ software	
 ﾠ Empowers	
 ﾠ collegato	
 ﾠ al	
 ﾠ sistema	
 ﾠ
cromatografico	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠdetergente:	
 ﾠcolato	
 ﾠdi	
 ﾠsodio.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.12:	
 ﾠGrafico	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdel	
 ﾠCOL	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.1:	
 ﾠArea	
 ﾠdei	
 ﾠpicchi	
 ﾠCOL	
 ﾠ
COL mg in 6 ml  Area picco 
0  35557 
0,02  318038 
0,05  566416 
0,16  2008163 
0,24  2946444 
0,3  3411636 
0,6  6602636 
	
 ﾠ
Si	
 ﾠè	
 ﾠottenuta	
 ﾠla	
 ﾠretta	
 ﾠy=107x	
 ﾠ+	
 ﾠ13676	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠR2=0,99743	
 ﾠutilizzando	
 ﾠun	
 ﾠcampione	
 ﾠdi	
 ﾠ
peso	
 ﾠ235,91	
 ﾠmg	
 ﾠe	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠgradiente	
 ﾠindicato	
 ﾠin	
 ﾠmateriali	
 ﾠe	
 ﾠmetodi.	
 ﾠCome	
 ﾠsi	
 ﾠpuò	
 ﾠnotare	
 ﾠdai	
 ﾠ
punti	
 ﾠsul	
 ﾠgrafico	
 ﾠessendo	
 ﾠla	
 ﾠretta	
 ﾠinizialmente	
 ﾠtarata	
 ﾠcon	
 ﾠpunti	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠelevata	
 ﾠ
essa	
 ﾠ dava	
 ﾠ risultati	
 ﾠ poco	
 ﾠ soddisfacenti	
 ﾠ per	
 ﾠ concentrazioni	
 ﾠ basse.	
 ﾠ Sono	
 ﾠ quindi	
 ﾠ stati	
 ﾠ
aggiunti	
 ﾠ2	
 ﾠpunti	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠbassa	
 ﾠper	
 ﾠmigliorare	
 ﾠl’interpolazione.	
 ﾠ
4.2.2	
 ﾠTaurodeossicolato	
 ﾠ
Nella	
 ﾠfigura	
 ﾠ4.4	
 ﾠsi	
 ﾠpossono	
 ﾠvedere	
 ﾠle	
 ﾠcorse	
 ﾠcromatografiche	
 ﾠfatte	
 ﾠper	
 ﾠottenere	
 ﾠi	
 ﾠpunti	
 ﾠ
della	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdel	
 ﾠTDOC.	
 ﾠA	
 ﾠdifferenza	
 ﾠdegli	
 ﾠaltri	
 ﾠdetergenti	
 ﾠil	
 ﾠTDOC	
 ﾠpresenta	
 ﾠ
picchi	
 ﾠdi	
 ﾠassorbanza	
 ﾠmolto	
 ﾠelevati	
 ﾠanche	
 ﾠa	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠridotte	
 ﾠ(ricordando	
 ﾠche	
 ﾠtutte	
 ﾠ
le	
 ﾠcorse	
 ﾠsono	
 ﾠfatte	
 ﾠselezionando	
 ﾠcome	
 ﾠlunghezza	
 ﾠd’onda	
 ﾠpredefinita	
 ﾠ200nm),	
 ﾠquesto	
 ﾠha	
 ﾠ
permesso	
 ﾠ di	
 ﾠ fare	
 ﾠ punti	
 ﾠ a	
 ﾠ concentrazioni	
 ﾠ basse	
 ﾠ ovviando	
 ﾠ al	
 ﾠ problema	
 ﾠ che	
 ﾠ si	
 ﾠ era	
 ﾠ
presentato	
 ﾠnella	
 ﾠretta	
 ﾠdel	
 ﾠCOL.	
 ﾠ	
 ﾠ
y	
 ﾠ=	
 ﾠ1E+07x	
 ﾠ+	
 ﾠ123676	
 ﾠ
R²	
 ﾠ=	
 ﾠ0,99743	
 ﾠ
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Figura	
 ﾠ4.13:	
 ﾠGrafico	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdel	
 ﾠTDOC	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.2:	
 ﾠArea	
 ﾠdei	
 ﾠpicchi	
 ﾠTDOC	
 ﾠ
TDOC mg in 6ml  Area picco 
0  187978 
0,02  5647484 
0,04  11096691 
0,1  29018398 
0,16  45151098 
	
 ﾠ
I	
 ﾠ picchi	
 ﾠ d’interesse	
 ﾠ sono	
 ﾠ quelli	
 ﾠ riportati	
 ﾠ nell’ingrandimento	
 ﾠ di	
 ﾠ figura	
 ﾠ 4.4	
 ﾠ che	
 ﾠ
corrispondono	
 ﾠai	
 ﾠpicchi	
 ﾠrilevati	
 ﾠa	
 ﾠ28	
 ﾠminuti	
 ﾠsubito	
 ﾠdopo	
 ﾠl’uscita	
 ﾠdella	
 ﾠbanda	
 ﾠiniziale.	
 ﾠI	
 ﾠ
picchi	
 ﾠ a	
 ﾠ destra	
 ﾠ di	
 ﾠ questi	
 ﾠ sembravano	
 ﾠ essere	
 ﾠ proporzionali	
 ﾠ e	
 ﾠ quindi	
 ﾠ contenti	
 ﾠ TDOC,	
 ﾠ
tuttavia	
 ﾠnon	
 ﾠessendo	
 ﾠpresente	
 ﾠnel	
 ﾠprimo	
 ﾠpunto	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠe	
 ﾠnemmeno	
 ﾠnelle	
 ﾠrette	
 ﾠfatte	
 ﾠin	
 ﾠ
altri	
 ﾠ tessuti	
 ﾠ (usando	
 ﾠ sempre	
 ﾠ il	
 ﾠ medesimo	
 ﾠ gradiente)	
 ﾠ ho	
 ﾠ concluso	
 ﾠ si	
 ﾠ trattasse	
 ﾠ di	
 ﾠ
un’impurezza	
 ﾠ che	
 ﾠ ha	
 ﾠ contaminato	
 ﾠ la	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ contente	
 ﾠ TDOC.	
 ﾠ Non	
 ﾠ interferendo	
 ﾠ
nell’analisi	
 ﾠdel	
 ﾠpicco	
 ﾠprincipale	
 ﾠsi	
 ﾠè	
 ﾠproceduto	
 ﾠcomunque	
 ﾠalla	
 ﾠformulazione	
 ﾠdella	
 ﾠretta.	
 ﾠE	
 ﾠ
stato	
 ﾠsopra	
 ﾠriportato	
 ﾠil	
 ﾠgrafico	
 ﾠottenuto	
 ﾠdall’interpolazione	
 ﾠdei	
 ﾠpunti	
 ﾠcorrispondenti	
 ﾠalle	
 ﾠ
aree	
 ﾠdei	
 ﾠpicchi	
 ﾠdi	
 ﾠassorbanza	
 ﾠdel	
 ﾠdetergente	
 ﾠnella	
 ﾠvarie	
 ﾠconcentrazioni.	
 ﾠSi	
 ﾠè	
 ﾠottenuta	
 ﾠla	
 ﾠ
retta	
 ﾠ  = 3 ∙ 10   + 80789	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠR2=0,9996.	
 ﾠSi	
 ﾠsono	
 ﾠutilizzati	
 ﾠcampioni	
 ﾠdi	
 ﾠpeso	
 ﾠ235,91	
 ﾠ
mg.	
 ﾠAnche	
 ﾠin	
 ﾠquesto	
 ﾠcaso	
 ﾠil	
 ﾠvalore	
 ﾠprossimo	
 ﾠad	
 ﾠ1	
 ﾠdi	
 ﾠR2	
 ﾠconferma	
 ﾠche	
 ﾠesiste	
 ﾠun’ottima	
 ﾠ
proporzionalità	
 ﾠtra	
 ﾠl’area	
 ﾠdel	
 ﾠpicco	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠdi	
 ﾠanalita.	
 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ
4.2.3	
 ﾠDeossicolato	
 ﾠdi	
 ﾠSodio	
 ﾠ
	
 ﾠ
La	
 ﾠseguente	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠriguarda	
 ﾠinvece	
 ﾠle	
 ﾠconcentrazioni	
 ﾠdi	
 ﾠsodio	
 ﾠdeossicolato	
 ﾠin	
 ﾠ
lembo	
 ﾠaortico.	
 ﾠPer	
 ﾠformularla	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠutilizzati	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠdell’area	
 ﾠdel	
 ﾠpicco	
 ﾠdell’analita	
 ﾠ
riportati	
 ﾠin	
 ﾠtabella	
 ﾠ4.3	
 ﾠe	
 ﾠricavati	
 ﾠdai	
 ﾠcromatogrammi	
 ﾠin	
 ﾠfig.	
 ﾠ4.5.	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ4.14:	
 ﾠGrafico	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdi	
 ﾠDOC	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.3:	
 ﾠArea	
 ﾠpicchi	
 ﾠDOC	
 ﾠ
DOC	
 ﾠmg	
 ﾠin	
 ﾠ6ml	
 ﾠ Area	
 ﾠpicco	
 ﾠ
0	
 ﾠ 239113	
 ﾠ
0,08	
 ﾠ 786791	
 ﾠ
0,24	
 ﾠ 2051604	
 ﾠ
0,3	
 ﾠ 2276271	
 ﾠ
0,6	
 ﾠ 4349425	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠSi	
 ﾠè	
 ﾠottenuta	
 ﾠla	
 ﾠretta	
 ﾠy=7ﾞ106x	
 ﾠ+	
 ﾠ270943	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠR2=0,99762	
 ﾠutilizzando	
 ﾠun	
 ﾠcampione	
 ﾠdi	
 ﾠ
peso	
 ﾠ187,00	
 ﾠmg	
 ﾠe	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠgradiente	
 ﾠindicato	
 ﾠin	
 ﾠmateriali	
 ﾠe	
 ﾠmetodi.	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
4.2.4	
 ﾠSodio	
 ﾠDocecilsolfato	
 ﾠ
La	
 ﾠprocedura	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠquale	
 ﾠsi	
 ﾠè	
 ﾠanalizzato	
 ﾠil	
 ﾠSDS	
 ﾠsi	
 ﾠscosta	
 ﾠleggermente	
 ﾠda	
 ﾠquelle	
 ﾠutilizzate	
 ﾠ
per	
 ﾠgli	
 ﾠaltri	
 ﾠdetergenti.	
 ﾠAd	
 ﾠogni	
 ﾠmodo	
 ﾠil	
 ﾠprincipio	
 ﾠd’interpolazione	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠ
è	
 ﾠil	
 ﾠmedesimo.	
 ﾠ
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 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ4.15:	
 ﾠGrafico	
 ﾠdella	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.4:	
 ﾠArea	
 ﾠpicchi	
 ﾠSDS	
 ﾠ
SDS	
 ﾠμg	
 ﾠin	
 ﾠ9	
 ﾠml	
 ﾠ Area	
 ﾠpicco	
 ﾠ
0	
 ﾠ 79116	
 ﾠ
1,73028	
 ﾠ 400574	
 ﾠ
3,244275	
 ﾠ 491780	
 ﾠ
6,48855	
 ﾠ 944944	
 ﾠ
	
 ﾠ
Si	
 ﾠ è	
 ﾠ ottenuta	
 ﾠ la	
 ﾠ retta	
 ﾠ y=7ﾞ128586x	
 ﾠ +	
 ﾠ 110604	
 ﾠ con	
 ﾠ un	
 ﾠ R2=0,98215	
 ﾠ utilizzando	
 ﾠ un	
 ﾠ
campione	
 ﾠdi	
 ﾠpeso	
 ﾠ195,00	
 ﾠmg	
 ﾠe	
 ﾠcon	
 ﾠil	
 ﾠgradiente	
 ﾠindicato	
 ﾠin	
 ﾠMateriali	
 ﾠe	
 ﾠMetodi.	
 ﾠ
	
 ﾠ
4.3	
 ﾠDeterminazione	
 ﾠdelle	
 ﾠquantità	
 ﾠ
Le	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠall’interno	
 ﾠdei	
 ﾠcampioni	
 ﾠanalizzati	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠricavato	
 ﾠinserendo	
 ﾠal	
 ﾠ
posto	
 ﾠ della	
 ﾠ variabile	
 ﾠ y	
 ﾠ il	
 ﾠ dato	
 ﾠ relativo	
 ﾠ all’area	
 ﾠ dell’analita	
 ﾠ e	
 ﾠ ricavando	
 ﾠ l’incognita	
 ﾠ x.	
 ﾠ
Essendo	
 ﾠstati	
 ﾠusati	
 ﾠlembi	
 ﾠdi	
 ﾠpesi	
 ﾠdifferenti	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠretta	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠe	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠcampioni	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠ
necessario	
 ﾠin	
 ﾠprimo	
 ﾠluogo	
 ﾠmodificare	
 ﾠla	
 ﾠretta.	
 ﾠL’intercetta	
 ﾠdelle	
 ﾠnostre	
 ﾠrette	
 ﾠcorrisponde	
 ﾠ
al	
 ﾠvalore	
 ﾠdi	
 ﾠpicco	
 ﾠdel	
 ﾠcromatogramma	
 ﾠbianco	
 ﾠovvero	
 ﾠsenza	
 ﾠdetergente.	
 ﾠEssendo	
 ﾠi	
 ﾠvalori	
 ﾠ
dei	
 ﾠpicchi	
 ﾠproporzionali	
 ﾠalla	
 ﾠquantità	
 ﾠanalizzata,	
 ﾠda	
 ﾠpesi	
 ﾠdiversi	
 ﾠdel	
 ﾠmedesimo	
 ﾠcampione	
 ﾠ
risulterebbero	
 ﾠ cromatogrammi	
 ﾠ differenti.	
 ﾠ Per	
 ﾠ questo	
 ﾠ motivo	
 ﾠ con	
 ﾠ una	
 ﾠ proporzione	
 ﾠ
otteniamo	
 ﾠil	
 ﾠnuovo	
 ﾠvalore	
 ﾠdell’intercetta	
 ﾠpesando	
 ﾠcosì	
 ﾠla	
 ﾠretta	
 ﾠsulla	
 ﾠmassa	
 ﾠdei	
 ﾠcampioni	
 ﾠ
analizzati.	
 ﾠ Ciò	
 ﾠ che	
 ﾠ rimane	
 ﾠ immutato	
 ﾠ è	
 ﾠ chiaramente	
 ﾠ la	
 ﾠ derivata	
 ﾠ della	
 ﾠ retta	
 ﾠ che	
 ﾠ resta	
 ﾠ
costante.	
 ﾠ In	
 ﾠ tabella	
 ﾠ 4.5	
 ﾠ sono	
 ﾠ mostrati	
 ﾠ i	
 ﾠ valori	
 ﾠ di	
 ﾠ peso	
 ﾠ dei	
 ﾠ campioni	
 ﾠ e	
 ﾠ delle	
 ﾠ nuove	
 ﾠ
intercette.	
 ﾠ
y	
 ﾠ=	
 ﾠ128586x	
 ﾠ+	
 ﾠ110604	
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R²	
 ﾠ=	
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 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.5:	
 ﾠNuove	
 ﾠintercette	
 ﾠdelle	
 ﾠrette	
 ﾠdi	
 ﾠtaratura	
 ﾠ
Metodo	
 ﾠ
(Detergente)	
 ﾠ
Peso	
 ﾠ
delipidizzato	
 ﾠ
retta	
 ﾠ(mg)	
 ﾠ
Intercetta	
 ﾠ
originale	
 ﾠ
Peso	
 ﾠ
Campione	
 ﾠ
(mg)	
 ﾠ
Intercetta	
 ﾠ
nuova	
 ﾠ
Dohmen	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 187,00	
 ﾠ 270943,00	
 ﾠ 193,00	
 ﾠ 279636,40	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 187,00	
 ﾠ 270943,00	
 ﾠ 173,85	
 ﾠ 251890,00	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(SDS)	
 ﾠ 195,00	
 ﾠ 110604,00	
 ﾠ 173,85	
 ﾠ 98607,72	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠ(COL)	
 ﾠ 235,91	
 ﾠ 123376,00	
 ﾠ 213,22	
 ﾠ 111509,60	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠ(TDOC)	
 ﾠ 235,91	
 ﾠ 80789,00	
 ﾠ 177,46	
 ﾠ 60772,39	
 ﾠ
	
 ﾠ
Saranno	
 ﾠora	
 ﾠinvece	
 ﾠriportati	
 ﾠi	
 ﾠrisultati	
 ﾠottenuti	
 ﾠdall’estrapolazione,	
 ﾠdapprima	
 ﾠil	
 ﾠvalore	
 ﾠdi	
 ﾠ
peso	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠin	
 ﾠmg	
 ﾠper	
 ﾠ6ml	
 ﾠdi	
 ﾠsoluzione,	
 ﾠpoi	
 ﾠper	
 ﾠ100ml	
 ﾠdi	
 ﾠsoluzione	
 ﾠe	
 ﾠinfine	
 ﾠverrà	
 ﾠ
riportato	
 ﾠil	
 ﾠvalore	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠnormalizzato	
 ﾠal	
 ﾠvalore	
 ﾠdel	
 ﾠpeso	
 ﾠdel	
 ﾠcampione.	
 ﾠ
Area	
 ﾠPicco	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ6mL	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ100mL	
 ﾠ mg	
 ﾠdet/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠ
164645	
 ﾠ 0,00531354	
 ﾠ 0,088559	
 ﾠ 4,15341e-ﾭ‐04	
 ﾠ
161732	
 ﾠ 0,00502224	
 ﾠ 0,083704	
 ﾠ 3,92571e-ﾭ‐04	
 ﾠ
157251	
 ﾠ 0,00457414	
 ﾠ 0,076235	
 ﾠ 3,57545e-ﾭ‐04	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.6:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠquantitative	
 ﾠdi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠCOL	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdelipidizzati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRICOL	
 ﾠ
	
 ﾠ
Area	
 ﾠPicco	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ6mL	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ100mL	
 ﾠ mg	
 ﾠdet/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠ
354585	
 ﾠ 0,000979375	
 ﾠ 0,016322922	
 ﾠ 9,19809e-ﾭ‐05	
 ﾠ
361767	
 ﾠ 0,001003315	
 ﾠ 0,016721922	
 ﾠ 9,42292e-ﾭ‐05	
 ﾠ
366693	
 ﾠ 0,001019735	
 ﾠ 0,016995589	
 ﾠ 9,57714e-ﾭ‐05	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.7:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠquantitative	
 ﾠdi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠTDOC	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdelipidizzati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRITDOC	
 ﾠ
	
 ﾠ
Area	
 ﾠPicco	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ6mL	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ100mL	
 ﾠ mg	
 ﾠdet/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠ
368216	
 ﾠ 0,012654229	
 ﾠ 0,21090381	
 ﾠ 1,092766e-ﾭ‐03	
 ﾠ
376160	
 ﾠ 0,013789086	
 ﾠ 0,22981809	
 ﾠ 1,190767e-ﾭ‐03	
 ﾠ
369205	
 ﾠ 0,012795514	
 ﾠ 0,21325857	
 ﾠ 1,104967e-ﾭ‐03	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.8:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠquantitative	
 ﾠdi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠDOC	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdelipidizzati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠDohmen	
 ﾠ
	
 ﾠ
Area	
 ﾠPicco	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ6mL	
 ﾠ mg	
 ﾠin	
 ﾠ100mL	
 ﾠ mg	
 ﾠdet/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠ
314417	
 ﾠ 0,008932429	
 ﾠ 0,14887381	
 ﾠ 8,56335e-ﾭ‐04	
 ﾠ
329557	
 ﾠ 0,011095286	
 ﾠ 0,18492142	
 ﾠ 10,6368e-ﾭ‐04	
 ﾠ
312398	
 ﾠ 0,008644765	
 ﾠ 0,14406667	
 ﾠ 8,28684e-ﾭ‐04	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.9:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠquantitative	
 ﾠdi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠDOC	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdelipidizzati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠHaverich	
 ﾠ
	
 ﾠ
Area	
 ﾠPicco	
 ﾠ μg	
 ﾠin	
 ﾠ9mL	
 ﾠ μg	
 ﾠin	
 ﾠ100mL	
 ﾠ μg	
 ﾠdet/μg	
 ﾠ
campione	
 ﾠ
203910	
 ﾠ 0,818924922	
 ﾠ 9,099165798	
 ﾠ 5,23392e-ﾭ‐05	
 ﾠ
180822	
 ﾠ 0,639371938	
 ﾠ 7,104132643	
 ﾠ 4,08636e-ﾭ‐05	
 ﾠ
164221	
 ﾠ 0,510267681	
 ﾠ 5,669640897	
 ﾠ 3,26123e-ﾭ‐05	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.10:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdell’analisi	
 ﾠquantitative	
 ﾠdi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠnei	
 ﾠcampioni	
 ﾠdelipidizzati	
 ﾠcon	
 ﾠmetodo	
 ﾠHaverich	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ	
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 ﾠ
Il	
 ﾠcalcolo	
 ﾠdelle	
 ﾠmedie	
 ﾠe	
 ﾠdelle	
 ﾠdeviazioni	
 ﾠstandard	
 ﾠfornisce	
 ﾠi	
 ﾠseguenti	
 ﾠrisultati	
 ﾠ
	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.11:	
 ﾠRisultati	
 ﾠforniti	
 ﾠdal	
 ﾠmetodo	
 ﾠdella	
 ﾠregressione	
 ﾠlineare	
 ﾠcon	
 ﾠrispettive	
 ﾠdeviazioni	
 ﾠstandard	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ4.16:	
 ﾠValori	
 ﾠdi	
 ﾠμg	
 ﾠdetergente/mg	
 ﾠcampione	
 ﾠumido	
 ﾠ
	
 ﾠ
Esprimendo	
 ﾠi	
 ﾠrisultati	
 ﾠnel	
 ﾠrapporto	
 ﾠ(mg	
 ﾠdetergente/mg	
 ﾠcampione	
 ﾠsecco)%	
 ﾠsi	
 ﾠottiene	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ4.12:	
 ﾠRisultati	
 ﾠdei	
 ﾠquantitativi	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠespressi	
 ﾠin	
 ﾠ%	
 ﾠdel	
 ﾠrapporto	
 ﾠmg	
 ﾠdetergente/mg	
 ﾠcampione	
 ﾠ
secco	
 ﾠ
Metodo	
 ﾠ(Detergente)	
 ﾠ %	
 ﾠdetergente	
 ﾠrispetto	
 ﾠal	
 ﾠ
campione	
 ﾠsecco	
 ﾠ
Deviazione	
 ﾠstandard	
 ﾠsul	
 ﾠ
valore	
 ﾠpercentuale	
 ﾠ
Dohmen	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 1,13	
 ﾠ 0,053	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 0,916	
 ﾠ 0,12	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(SDS)	
 ﾠ 0,0419	
 ﾠ 0,009	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠ(COL)	
 ﾠ 0,388	
 ﾠ 0,029	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠ(TDOC)	
 ﾠ 0,0939	
 ﾠ 0,0019	
 ﾠ
	
 ﾠ
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 ﾠ
Dohmen	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ TRICOL	
 ﾠ(COL)	
 ﾠ TRITDOC	
 ﾠ(TDOC)	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ(SDS)	
 ﾠ
Metodo	
 ﾠ
(Detergente)	
 ﾠ
Media	
 ﾠ(μg	
 ﾠdetergente/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠumido)	
 ﾠ
Media	
 ﾠ(μmol	
 ﾠ
detergente/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠumido)	
 ﾠ
Deviazione	
 ﾠ
standard	
 ﾠ(μg	
 ﾠ
detergente/mg	
 ﾠ
campione	
 ﾠumido)	
 ﾠ
Dohmen	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 1,1295437	
 ﾠ 0,002737909	
 ﾠ 0,053408	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(DOC)	
 ﾠ 0,9162348	
 ﾠ 0,002209625	
 ﾠ 0,128441	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ(SDS)	
 ﾠ 0,0419383	
 ﾠ 0,000145641	
 ﾠ 0,009907	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠ(COL)	
 ﾠ	
 ﾠ 0,3884865	
 ﾠ 0,000901173	
 ﾠ 0,029114	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠ(TDOC)	
 ﾠ 0,0939938	
 ﾠ 0,000180184	
 ﾠ 0,001906	
 ﾠ	
 ﾠ
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4.4	
 ﾠDiscussione	
 ﾠ
I	
 ﾠdati	
 ﾠriportati	
 ﾠin	
 ﾠfig.	
 ﾠ4.16	
 ﾠdimostrano	
 ﾠche	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergente	
 ﾠresiduo	
 ﾠper	
 ﾠquantità	
 ﾠ
di	
 ﾠcampione	
 ﾠumido	
 ﾠsono	
 ﾠdiverse	
 ﾠal	
 ﾠvariare	
 ﾠdel	
 ﾠmetodo	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione.	
 ﾠ	
 ﾠ
Essendo	
 ﾠ i	
 ﾠ campioni	
 ﾠ di	
 ﾠ lembi	
 ﾠ aortici	
 ﾠ molto	
 ﾠ differenti	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ necessario	
 ﾠ esprimere	
 ﾠ le	
 ﾠ
quantità	
 ﾠ di	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ in	
 ﾠ rapporto	
 ﾠ al	
 ﾠ peso	
 ﾠ del	
 ﾠ campione,	
 ﾠ ottenendo	
 ﾠ così	
 ﾠ dei	
 ﾠ valori	
 ﾠ
confrontabili.	
 ﾠ
La	
 ﾠpossibilità	
 ﾠdi	
 ﾠanalizzare	
 ﾠin	
 ﾠmaniera	
 ﾠdiretta	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidue	
 ﾠmostra	
 ﾠ
come	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠnon	
 ﾠvengano	
 ﾠcompletamente	
 ﾠrimossi	
 ﾠdalle	
 ﾠmatrici	
 ﾠcome	
 ﾠipotizzato	
 ﾠda	
 ﾠ
studi	
 ﾠ precedentemente	
 ﾠ pubblicati[32,34,35].	
 ﾠ La	
 ﾠ quantificazione	
 ﾠ dei	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ nei	
 ﾠ
lavaggi	
 ﾠinseriti	
 ﾠnei	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠnon	
 ﾠsono	
 ﾠuno	
 ﾠstrumento	
 ﾠpreciso	
 ﾠper	
 ﾠ
verificare	
 ﾠla	
 ﾠpresenza	
 ﾠo	
 ﾠmeno	
 ﾠdi	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠche	
 ﾠpossono	
 ﾠessere	
 ﾠdannose.	
 ﾠLo	
 ﾠ
sviluppo	
 ﾠdel	
 ﾠmetodo	
 ﾠci	
 ﾠha	
 ﾠpermesso,	
 ﾠdi	
 ﾠverificare	
 ﾠla	
 ﾠpresenza	
 ﾠpotenzialmente	
 ﾠdannosa,	
 ﾠ
di	
 ﾠsostanze	
 ﾠcitotossiche	
 ﾠnelle	
 ﾠstrutture	
 ﾠdella	
 ﾠmatrice	
 ﾠextracellulare.	
 ﾠAnche	
 ﾠse	
 ﾠle	
 ﾠquantità	
 ﾠ
rilevate	
 ﾠdal	
 ﾠnostro	
 ﾠmetodo	
 ﾠsono	
 ﾠuna	
 ﾠminima	
 ﾠparte	
 ﾠdel	
 ﾠdetergente	
 ﾠutilizzato	
 ﾠnei	
 ﾠmetodi	
 ﾠ
di	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠla	
 ﾠloro	
 ﾠpresenza	
 ﾠè	
 ﾠdimostrata	
 ﾠdal	
 ﾠmetodo	
 ﾠcromatografico	
 ﾠe	
 ﾠdalle	
 ﾠ
analisi	
 ﾠdi	
 ﾠmassa.	
 ﾠ
Per	
 ﾠquanto	
 ﾠriguarda	
 ﾠi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠresidui	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠDohmen	
 ﾠrisultata	
 ﾠil	
 ﾠpeggiore	
 ﾠtra	
 ﾠi	
 ﾠ
quattro	
 ﾠmetodi	
 ﾠanalizzati,	
 ﾠla	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠDOC	
 ﾠche	
 ﾠesso	
 ﾠlascia	
 ﾠnei	
 ﾠtessuti	
 ﾠrisulta	
 ﾠdi	
 ﾠcirca	
 ﾠ
una	
 ﾠparte	
 ﾠsu	
 ﾠmille	
 ﾠdel	
 ﾠcampione	
 ﾠtotale.	
 ﾠLa	
 ﾠpresenza	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠcosì	
 ﾠelevato	
 ﾠquantitativo	
 ﾠdel	
 ﾠ
detergente	
 ﾠionico	
 ﾠè	
 ﾠdannoso	
 ﾠsia	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠrischio	
 ﾠdi	
 ﾠcalcificazione	
 ﾠsia	
 ﾠper	
 ﾠquanto	
 ﾠriguarda	
 ﾠ
l’inibizione	
 ﾠdel	
 ﾠprocesso	
 ﾠdi	
 ﾠripopolazione	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola[18,21].	
 ﾠ	
 ﾠ
Il	
 ﾠmetodo	
 ﾠHaverich	
 ﾠrisulta	
 ﾠleggermente	
 ﾠmigliore	
 ﾠper	
 ﾠquanto	
 ﾠconcerne	
 ﾠi	
 ﾠresidui	
 ﾠdi	
 ﾠDOC,	
 ﾠ
ma	
 ﾠelimina	
 ﾠcon	
 ﾠi	
 ﾠlavaggi	
 ﾠgran	
 ﾠparte	
 ﾠdell’altro	
 ﾠdetergente	
 ﾠionico	
 ﾠutilizzato	
 ﾠovvero	
 ﾠil	
 ﾠSDS;	
 ﾠ
la	
 ﾠpresenza	
 ﾠsimultanea	
 ﾠdei	
 ﾠdue	
 ﾠgarantisce	
 ﾠun	
 ﾠeffetto	
 ﾠdi	
 ﾠmutua	
 ﾠeliminazione	
 ﾠche	
 ﾠtuttavia,	
 ﾠ
in	
 ﾠgenerale,	
 ﾠnon	
 ﾠraggiunge	
 ﾠlivelli	
 ﾠsoddisfacenti	
 ﾠdi	
 ﾠquantità	
 ﾠresidue	
 ﾠrispetto	
 ﾠal	
 ﾠcampione	
 ﾠ
totale.	
 ﾠ	
 ﾠ
Il	
 ﾠmetodo	
 ﾠTRICOL	
 ﾠraggiunge	
 ﾠrisultati	
 ﾠmigliori	
 ﾠrispetto	
 ﾠai	
 ﾠprecedenti	
 ﾠdue	
 ﾠmetodi.	
 ﾠCiò	
 ﾠpuò	
 ﾠ
essere	
 ﾠ dovuto	
 ﾠ a	
 ﾠ diversi	
 ﾠ fattori.	
 ﾠ La	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ due	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ (Triton	
 ﾠ X-ﾭ‐100	
 ﾠ e	
 ﾠ COL)	
 ﾠ
garantisce	
 ﾠ gli	
 ﾠ stessi	
 ﾠ effetti	
 ﾠ ottenuti	
 ﾠ da	
 ﾠ Haverich,	
 ﾠ anche	
 ﾠ se	
 ﾠ la	
 ﾠ quantità	
 ﾠ di	
 ﾠ detergente	
 ﾠ
utilizzata	
 ﾠ in	
 ﾠ proporzione	
 ﾠ è	
 ﾠ maggiore.	
 ﾠ La	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ un	
 ﾠ detergente	
 ﾠ non	
 ﾠ ionico,	
 ﾠ più	
 ﾠ
facilmente	
 ﾠlavabile,	
 ﾠimplica	
 ﾠnon	
 ﾠsolo	
 ﾠl’utilizzo	
 ﾠdi	
 ﾠminori	
 ﾠquantità	
 ﾠdi	
 ﾠCOL	
 ﾠcon	
 ﾠconseguente	
 ﾠ
diminuzione	
 ﾠdi	
 ﾠquantità	
 ﾠresidue,	
 ﾠma	
 ﾠanche	
 ﾠuna	
 ﾠmaggior	
 ﾠpreservazione	
 ﾠdella	
 ﾠmatrice	
 ﾠ
extracellulare,	
 ﾠmaggiormente	
 ﾠintaccata	
 ﾠda	
 ﾠdetergenti	
 ﾠionici.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠ
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 ﾠ
Il	
 ﾠ metodo	
 ﾠ TRITDOC	
 ﾠ possiede	
 ﾠ le	
 ﾠ stesse	
 ﾠ caratteristiche	
 ﾠ positive	
 ﾠ del	
 ﾠ metodo	
 ﾠ
precedentemente	
 ﾠ descritto	
 ﾠ tuttavia	
 ﾠ raggiunge	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ assolute	
 ﾠ rispetto	
 ﾠ al	
 ﾠ
campione	
 ﾠpiù	
 ﾠbasse	
 ﾠtra	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠmetodi	
 ﾠanalizzati,	
 ﾠrisultanti	
 ﾠmaggiori	
 ﾠsolo	
 ﾠrispetto	
 ﾠai	
 ﾠ
residui	
 ﾠdi	
 ﾠSDS.	
 ﾠRispetto	
 ﾠDohmen	
 ﾠquesto	
 ﾠmetodo	
 ﾠraggiunge	
 ﾠpiù	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠordine	
 ﾠdi	
 ﾠgrandezza	
 ﾠ
di	
 ﾠmargine	
 ﾠdi	
 ﾠmiglioramento.	
 ﾠ	
 ﾠ
Il	
 ﾠvalore	
 ﾠdi	
 ﾠresiduo	
 ﾠdi	
 ﾠSDS	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠda	
 ﾠconsiderarsi	
 ﾠdel	
 ﾠtutto	
 ﾠaffidabile,	
 ﾠin	
 ﾠquanto	
 ﾠdurante	
 ﾠle	
 ﾠ
analisi	
 ﾠ un	
 ﾠ problema	
 ﾠ al	
 ﾠ detector	
 ﾠ ci	
 ﾠ ha	
 ﾠ costretto	
 ﾠ ad	
 ﾠ utilizzarne	
 ﾠ un	
 ﾠ altro,	
 ﾠ dello	
 ﾠ stesso	
 ﾠ
modello	
 ﾠe	
 ﾠdella	
 ﾠstessa	
 ﾠmarca.	
 ﾠI	
 ﾠdati	
 ﾠattendono	
 ﾠquindi	
 ﾠdi	
 ﾠessere	
 ﾠconfermati.	
 ﾠ	
 ﾠ
È	
 ﾠ necessario	
 ﾠ verificare	
 ﾠ che	
 ﾠ i	
 ﾠ risultati	
 ﾠ siano	
 ﾠ coerenti	
 ﾠ verificando	
 ﾠ un	
 ﾠ campione	
 ﾠ con	
 ﾠ il	
 ﾠ
secondo	
 ﾠdetector.	
 ﾠ
È	
 ﾠ necessario	
 ﾠ inoltre	
 ﾠ puntualizzare	
 ﾠ che	
 ﾠ lo	
 ﾠ studio	
 ﾠ riportato	
 ﾠ analizza,	
 ﾠ come	
 ﾠ quelli	
 ﾠ
precedenti,	
 ﾠ solo	
 ﾠ i	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ liberi	
 ﾠ in	
 ﾠ soluzione	
 ﾠ e	
 ﾠ non	
 ﾠ quelli	
 ﾠ eventualmente	
 ﾠ legati	
 ﾠ a	
 ﾠ
frammenti	
 ﾠproteici.	
 ﾠ
In	
 ﾠ conclusione	
 ﾠ possiamo	
 ﾠ notare	
 ﾠ che	
 ﾠ le	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ di	
 ﾠ DOC	
 ﾠ all’interno	
 ﾠ dei	
 ﾠ lembi	
 ﾠ
aortici	
 ﾠ decellularizzati	
 ﾠ mediante	
 ﾠ protocolli	
 ﾠ Dohmen	
 ﾠ e	
 ﾠ Haverich	
 ﾠ sono	
 ﾠ intorno	
 ﾠ all’1%,	
 ﾠ
quantità	
 ﾠche	
 ﾠè	
 ﾠstata	
 ﾠdimostrata	
 ﾠessere	
 ﾠtossica.	
 ﾠQuesti	
 ﾠdue	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
molto	
 ﾠ diffusi	
 ﾠ quindi	
 ﾠ non	
 ﾠ sono	
 ﾠ affidabili	
 ﾠ dal	
 ﾠ punto	
 ﾠ di	
 ﾠ vista	
 ﾠ dell’eliminazione	
 ﾠ dei	
 ﾠ
detergenti	
 ﾠ utilizzati	
 ﾠ nei	
 ﾠ protocolli.	
 ﾠ Al	
 ﾠ contrario	
 ﾠ le	
 ﾠ quantità	
 ﾠ residue	
 ﾠ di	
 ﾠ COL	
 ﾠ e	
 ﾠ TDOC	
 ﾠ
all’interno	
 ﾠdelle	
 ﾠvalvole	
 ﾠdecellularizzate	
 ﾠcon	
 ﾠmetodi	
 ﾠTRICOL	
 ﾠe	
 ﾠTRITDOC	
 ﾠrisultano	
 ﾠessere	
 ﾠ
in	
 ﾠquantità	
 ﾠnon	
 ﾠtossiche.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Tabella4.12:	
 ﾠRiassunto	
 ﾠdei	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠ
CAMPIONE	
 ﾠ
Concentrazione	
 ﾠ
detergente	
 ﾠ Tempo	
 ﾠ N°	
 ﾠLavaggi	
 ﾠ Tempo	
 ﾠlavaggi	
 ﾠ
Dohmen	
 ﾠ 1%	
 ﾠDOC	
 ﾠw/v	
 ﾠ 24	
 ﾠore	
 ﾠ 10	
 ﾠ 12	
 ﾠore	
 ﾠciascuno	
 ﾠ
Haverich	
 ﾠ 0.5%	
 ﾠDOC	
 ﾠw/v	
 ﾠ
0.5%	
 ﾠSDS	
 ﾠw/v	
 ﾠ 24	
 ﾠore	
 ﾠ 10	
 ﾠ 12	
 ﾠore	
 ﾠciascuno	
 ﾠ
TRICOL	
 ﾠ 1%	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠw/v	
 ﾠ
0.43%	
 ﾠCOL	
 ﾠw/v	
 ﾠ
33.5	
 ﾠore	
 ﾠ
16	
 ﾠore	
 ﾠ 2	
 ﾠ 11.5	
 ﾠore	
 ﾠ
24	
 ﾠore	
 ﾠciascuno	
 ﾠ
TRITDOC	
 ﾠ 1%	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100	
 ﾠw/v	
 ﾠ
0.21%	
 ﾠTDOC	
 ﾠw/v	
 ﾠ
33.5	
 ﾠ
16	
 ﾠore	
 ﾠ 2	
 ﾠ 11.5	
 ﾠore	
 ﾠ
24	
 ﾠore	
 ﾠciascuno	
 ﾠ
	
 ﾠ
	
 ﾠ
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CONCLUSIONE	
 ﾠ
	
 ﾠ
I	
 ﾠrecenti	
 ﾠstudi	
 ﾠmostrano	
 ﾠla	
 ﾠnecessità	
 ﾠdi	
 ﾠmigliorare	
 ﾠi	
 ﾠsostituti	
 ﾠvalvolari	
 ﾠbiologici	
 ﾠi	
 ﾠquali,	
 ﾠ
anche	
 ﾠ se	
 ﾠ migliori	
 ﾠ di	
 ﾠ ogni	
 ﾠ altro	
 ﾠ possibile	
 ﾠ sostituto,	
 ﾠ mostrano	
 ﾠ ancora	
 ﾠ parecchi	
 ﾠ punti	
 ﾠ
deboli.	
 ﾠ Le	
 ﾠ cause	
 ﾠ di	
 ﾠ failure	
 ﾠ delle	
 ﾠ bioprotesi	
 ﾠ sono	
 ﾠ molteplici:	
 ﾠ la	
 ﾠ calcificazione,	
 ﾠ la	
 ﾠ
degenerazione	
 ﾠ e	
 ﾠ il	
 ﾠ mancato	
 ﾠ ripopolamento.	
 ﾠ È	
 ﾠ necessario	
 ﾠ approfondire	
 ﾠ tutti	
 ﾠ questi	
 ﾠ
aspetti	
 ﾠal	
 ﾠfine	
 ﾠdi	
 ﾠcreare	
 ﾠuna	
 ﾠvalvola	
 ﾠche	
 ﾠsia	
 ﾠsempre	
 ﾠpiù	
 ﾠsimile	
 ﾠa	
 ﾠquella	
 ﾠideale.	
 ﾠ	
 ﾠ
Questo	
 ﾠ studio	
 ﾠ si	
 ﾠ inserisce	
 ﾠ all’interno	
 ﾠ di	
 ﾠ uno	
 ﾠ più	
 ﾠ ampio	
 ﾠ che	
 ﾠ è	
 ﾠ volto	
 ﾠ a	
 ﾠ determinare	
 ﾠ e	
 ﾠ
sviluppare	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠdecellularizzazione	
 ﾠsempre	
 ﾠpiù	
 ﾠefficienti.	
 ﾠLo	
 ﾠscopo	
 ﾠdi	
 ﾠquesti	
 ﾠè	
 ﾠdi	
 ﾠ
allungare	
 ﾠ la	
 ﾠ durata	
 ﾠ della	
 ﾠ valvola	
 ﾠ così	
 ﾠ come	
 ﾠ evitare	
 ﾠ rigetti,	
 ﾠ infiammazioni	
 ﾠ o	
 ﾠ altre	
 ﾠ
complicazioni.	
 ﾠ La	
 ﾠ quantificazione	
 ﾠ di	
 ﾠ detergenti	
 ﾠ residui	
 ﾠ nella	
 ﾠ matrice	
 ﾠ delle	
 ﾠ valvole	
 ﾠ
sostitutive	
 ﾠ non	
 ﾠ deve	
 ﾠ limitarsi	
 ﾠ semplicemente	
 ﾠ a	
 ﾠ determinare	
 ﾠ il	
 ﾠ protocollo	
 ﾠ di	
 ﾠ
decellularizzazione	
 ﾠ migliore,	
 ﾠ bensì	
 ﾠ deve	
 ﾠ portare	
 ﾠ allo	
 ﾠ sviluppo	
 ﾠ di	
 ﾠ strumenti	
 ﾠ che	
 ﾠ
permettano,	
 ﾠdopo	
 ﾠil	
 ﾠtrattamento	
 ﾠe	
 ﾠl’impianto	
 ﾠdella	
 ﾠvalvola,	
 ﾠdi	
 ﾠverificare	
 ﾠla	
 ﾠstabilità	
 ﾠdella	
 ﾠ
stessa,	
 ﾠl’efficacia	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠlongevità.	
 ﾠ	
 ﾠ
Lo	
 ﾠstudio	
 ﾠqui	
 ﾠproposto	
 ﾠinoltre	
 ﾠnon	
 ﾠè	
 ﾠche	
 ﾠuna	
 ﾠpiccola	
 ﾠparte	
 ﾠnello	
 ﾠstudio	
 ﾠdei	
 ﾠdetergenti	
 ﾠ
residui	
 ﾠall’interno	
 ﾠdella	
 ﾠmatrice	
 ﾠdi	
 ﾠvalvole	
 ﾠbiologiche	
 ﾠdecellularizzate,	
 ﾠaltri	
 ﾠprogetti	
 ﾠsono	
 ﾠ
volti	
 ﾠa	
 ﾠdeterminare	
 ﾠquantità	
 ﾠresidue	
 ﾠdi	
 ﾠdetergenti	
 ﾠnon	
 ﾠionici	
 ﾠcome	
 ﾠil	
 ﾠTriton	
 ﾠX-ﾭ‐100,	
 ﾠaltri	
 ﾠ
hanno	
 ﾠlo	
 ﾠscopo	
 ﾠdi	
 ﾠmettere	
 ﾠa	
 ﾠconfronto	
 ﾠl’efficacia	
 ﾠdei	
 ﾠmetodi	
 ﾠqui	
 ﾠanalizzati	
 ﾠsu	
 ﾠtessuti	
 ﾠ
differenti	
 ﾠquali	
 ﾠlembi	
 ﾠpolmonari,	
 ﾠpareti	
 ﾠpolmonari	
 ﾠe	
 ﾠaortiche	
 ﾠporcine	
 ﾠe	
 ﾠbovine.	
 ﾠ	
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